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Abstract	  
This	  thesis	  is	  focused	  on	  the	  investigation	  of	  synthesizing	  a	  fluorescent	  analogue	  of	  vitamin	  E,	  α-­‐tocopentaenol	  (αT5).	  	  α-­‐Tocopentaenol	  contains	  five	  conjugated	  double	  bonds	  across	  the	  phytyl	  tail,	  resulting	  in	  its	  fluorescence	  characteristics.	  	  Different	  methodologies	  of	  preparation	  were	  attempted	  to	  synthesize	  an	  all	  trans-­‐configuration	  in	  the	  five-­‐conjugated	  double	  bonds.	  	  Unfortunately,	  across	  the	  C3’	  bond	  on	  the	  tail,	  geometric	  isomers	  were	  obtained.	  However,	  TBSO-­‐αT5	  was	  produced	  in	  what	  appeared	  to	  be	  ≈	  2:1	  E:Z	  mixture	  across	  the	  C3’	  bond	  (having	  the	  four	  other	  olefins	  with	  trans-­‐configurations).	  	  α-­‐Tocopentaenol	  showed	  a	  strong	  absorbance	  in	  ethanol	  with	  a	  maximum	  λab=	  338	  nm.	  	  This	  compound	  is	  stable	  as	  an	  oil,	  stored	  at	  -­‐78˚C	  and	  protected	  from	  light	  for	  over	  a	  month	  with	  minimal	  degradation.	  	  Because	  αT5	  resembles	  the	  naturally	  occurring	  form	  of	  the	  vitamin	  E,	  this	  analogue	  will	  enhance	  our	  ability	  to	  study	  the	  biological	  activity	  of	  vitamin	  E	  and	  will	  create	  an	  easy	  method	  of	  monitoring	  its	  presence	  in	  solution	  and	  cells.	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	   iv	  
Table	  of	  Contents	  
Acknowledgements	  .................................................................................................................	  ii	  
Abstract	  .....................................................................................................................................	  iii	  
List	  of	  Abbreviations	  ...........................................................................................................	  vii	  
List	  of	  Tables	  .........................................................................................................................	  viii	  
List	  of	  Figures	  ........................................................................................................................	  viii	  
List	  of	  Schemes	  .........................................................................................................................	  x	  
1.	   Introduction	  ......................................................................................................................	  1	  
1.1.	   Bioavailability	  and	  Bioactivity	  of	  Vitamin	  E	  ................................................................	  3	  
1.2.	   Structure	  and	  Function	  of	  Human	  Tocopherol	  Transfer	  Protein	  .........................	  7	  
1.3.	   Antioxidant	  Functions	  of	  Vitamin	  E	  ..............................................................................	  11	  1.3.1	   Factors	  Affecting	  the	  Antioxidant	  Activities	  of	  Vitamin	  E	  ...........................................	  16	  
1.4.	   Fluorescent	  Derivatives	  of	  Vitamin	  E	  ...........................................................................	  18	  1.4.1	   NBD,	  AO,	  NMA,	  and	  DAN	  Analogues	  .....................................................................................	  18	  1.4.2	   BODIPY	  Analogues	  .......................................................................................................................	  23	  1.4.3	   α-­‐Tocohexaenol	  Analogue	  ........................................................................................................	  26	  
1.5.	   Aims	  and	  Objectives	  ...........................................................................................................	  29	  
2.	   Results	  and	  Discussion	  ...............................................................................................	  31	  
2.1.	   Design	  of	  a	  Fluorescent	  Analogue	  of	  Vitamin	  E	  ........................................................	  31	  
2.2.	   Synthesis	  of	  Intermediate	  (5)	  Through	  Zincke	  Aldehyde	  Formation	  ...............	  32	  2.2.1	   Preparation	  of	  (3)	  By	  Nucleophilic	  Attack	  of	  a	  Secondary	  Amine	  to	  the	  Activated	  Pyridine	  .......................................................................................................................................	  32	  2.2.2	   Preparation	  of	  the	  Unsaturated	  Stannyl	  Aldehdye	  (5)	  .................................................	  34	  
2.3.	   (S)-­‐	  α	  –Trolox®	  as	  Starting	  Material	  ..............................................................................	  35	  2.3.1	   Manipulation	  of	  (S)-­‐	  α	  –Trolox	  ................................................................................................	  35	  2.3.2	   Chain	  Elongation	  of	  Compound	  (10)	  Via	  Wittig	  Reactions	  .........................................	  36	  2.3.3	   Hydrogenation	  vs	  Reduction	  and	  Oxidation	  .....................................................................	  38	  
2.4.	   Olefin	  Cleavage	  of	  α-­‐Tocotrienol	  ...................................................................................	  41	  2.4.1	   Ozonolysis	  of	  TBSO-­‐αT3	  ............................................................................................................	  43	  
	   v	  
2.4.2	   RuCl3	  Oxidative	  Cleavage	  of	  αT3	  ............................................................................................	  45	  2.4.3	   OsO4	  Oxidative	  Cleavage	  of	  αT3	  (Lemieux-­‐Johnson	  Oxidation)	  ...............................	  46	  
2.5.	   Production	  of	  an	  (E)-­‐Vinyl	  Halide	  .................................................................................	  47	  2.5.1	   Synthesis	  of	  Compound	  (30)	  using	  diethyl	  (1-­‐iodoethyl)phosphonate	  ...............	  47	  2.5.2	   New	  Approach:	  Corey-­‐Fuchs	  Modification	  ........................................................................	  49	  2.5.3	   Hydrozirconation:	  Schwartz	  Reagent	  ..................................................................................	  51	  
2.6.	   Stille	  Coupling	  of	  Compounds	  (25)	  and	  (5)	  ................................................................	  54	  
2.7.	   Final	  Attempts	  at	  Correcting	  the	  C3’/C4’	  Geometry	  ................................................	  60	  
2.7.1	   Takai	  Olefination	  ..............................................................................................................	  60	  2.7.2	   Potassium	  Azodicarboxylate	  (PAD)	  Reduction	  ...............................................................	  62	  
2.9.	   Stability	  of	  αT5	  ...........................................................................................................	  67	  
3.	   Conclusions	  and	  Future	  Work	  ..................................................................................	  68	  
4.	   Experimental	  ..................................................................................................................	  70	  
4.1.	   Synthesis	  of	  1-­‐(2,4-­‐dinitrophenyl)-­‐3-­‐methylpyridin-­‐1-­‐ium	  chloride	  (2)	  ........	  72	  
4.2.	   Synthesis	  of	  (2E,4E)-­‐5-­‐(dimethylamino)-­‐2-­‐methylpenta-­‐2,4-­‐dienal	  (3)	  .........	  73	  
4.3.	   Synthesis	  of	  (2E,4E)-­‐5-­‐(dibutylamino)-­‐2-­‐methylpenta-­‐2,4-­‐dienal	  (4)	  .............	  74	  
4.4.	   Synthesis	  of	  (2E,4E)-­‐2-­‐methyl-­‐5-­‐(tributylstannyl)penta-­‐2,4-­‐dienal	  (5)	  ..........	  75	  
4.5.	   Synthesis	  of	  Racemic	  methyl	  6-­‐hydroxy-­‐2,5,7,8-­‐tetramethylchroman-­‐2-­‐
carboxylate	  (8)	  ................................................................................................................................	  76	  
4.6.	   Synthesis	  of	  (S)-­‐methyl	  6-­‐hydroxy-­‐2,5,7,8-­‐tetramethylchroman-­‐2-­‐
carboxylate	  (8)	  ................................................................................................................................	  77	  
4.7.	   Synthesis	  of	  (S)-­‐methyl	  6-­‐((tert-­‐butyldimethylsilyl)oxy)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐2-­‐carboxylate	  (9)	  .................................................................................	  78	  
4.8.	   Synthesis	  of	  (S)-­‐6-­‐((tert-­‐butyldimethylsilyl)oxy)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐2-­‐carbaldehyde	  (10)	  ...........................................................................	  79	  
4.9.	   Synthesis	  of	  (S,E)-­‐ethyl	  3-­‐(6-­‐((tert-­‐butyldimethylsilyl)oxy)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐2-­‐yl)acrylate	  (14)	  .................................................................................	  80	  
4.10.	   Modified	  synthesis	  of	  (S,E)-­‐ethyl	  3-­‐(6-­‐((tert-­‐butyldimethylsilyl)oxy)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐2-­‐yl)acrylate	  (14)	  .................................................................................	  81	  
4.11.	   Synthesis	  of	  tert-­‐butyldimethyl(((R)-­‐2,5,7,8-­‐tetramethyl-­‐2-­‐((3E,7E)-­‐4,8,12-­‐
trimethyltrideca-­‐3,7,11-­‐trien-­‐1-­‐yl)chroman-­‐6-­‐yl)oxy)silane	  (20)	  ...............................	  82	  
	   vi	  
4.12.	   Synthesis	  of	  (S)-­‐3-­‐(6-­‐((tert-­‐butyldimethylsilyl)oxy)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐2-­‐yl)propanal	  (21)	  ...............................................................................	  83	  
4.13.	   Synthesis	  of	  (R,E)-­‐tert-­‐butyl((2-­‐(4-­‐iodopent-­‐3-­‐en-­‐1-­‐yl)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐6-­‐yl)oxy)dimethylsilane	  (30)	  ..........................................................	  84	  
4.14.	   Synthesis	  of	  (R,E/Z)-­‐tert-­‐butyl((2-­‐(4-­‐iodopent-­‐3-­‐en-­‐1-­‐yl)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐6-­‐yl)oxy)dimethylsilane	  (30)	  ..........................................................	  86	  
4.15.	   Synthesis	  of	  diethyl	  (1-­‐iodoethyl)phosphonate	  (32)	  ...........................................	  87	  
4.16.	   Synthesis	  of	  (R)-­‐tert-­‐butyl((2-­‐(4,4-­‐dibromobut-­‐3-­‐en-­‐1-­‐yl)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐6-­‐yl)oxy)dimethylsilane	  (33)	  ..........................................................	  88	  
4.17.	   Synthesis	  of	  (R)-­‐tert-­‐butyldimethyl((2,5,7,8-­‐tetramethyl-­‐2-­‐(pent-­‐3-­‐yn-­‐1-­‐
yl)chroman-­‐6-­‐yl)oxy)silane	  (34)	  ..............................................................................................	  89	  
4.18.	   Synthesis	  of	  (2E,4E,6E)-­‐9-­‐((R)-­‐6-­‐((tert-­‐butyldimethylsilyl)oxy)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐2-­‐yl)-­‐2,6-­‐dimethylnona-­‐2,4,6-­‐trienal	  (36)	  ..................................	  91	  
4.19.	   Synthesis	  of	  tributyl(3-­‐methylbut-­‐2-­‐en-­‐1-­‐yl)phosphorane	  (37)	  .....................	  92	  
4.20.	   Synthesis	  of	  tert-­‐butyldimethyl(((R)-­‐2,5,7,8-­‐tetramethyl-­‐2-­‐((3E,5E,7E,9E)-­‐
4,8,12-­‐trimethyltrideca-­‐3,5,7,9,11-­‐pentaen-­‐1-­‐yl)chroman-­‐6-­‐yl)oxy)silane	  (38)	  ....	  93	  
4.21.	   Synthesis	  of	  (R,E)-­‐tert-­‐butyl((2-­‐(4-­‐iodobut-­‐3-­‐en-­‐1-­‐yl)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐6-­‐yl)oxy)dimethylsilane	  (40)	  ..........................................................	  94	  
4.22.	   Synthesis	  of	  tert-­‐butyl(((2S)-­‐2-­‐(3-­‐iodobutyl)-­‐2,5,7,8-­‐tetramethylchroman-­‐
6-­‐yl)oxy)dimethylsilane	  (41)	  .....................................................................................................	  96	  
5.	   References	  .......................................................................................................................	  97	  
6.	  	  	  	  VITA	  .................................................................................................................................	  114	  
7.	  	  	  	  Appendix	  ........................................................................................................................	  115	  	  	  	  	  	  
	   vii	  
List	  of	  Abbreviations	  	  
AVED	   	   Ataxia	  with	  isolated	  vitamin	  E	  deficiency	  
DMF	   	   N,N-­‐dimethylformamide	  
DIBAL-­‐H	   Diisobutyl	  aluminum	  hydride	  
HPLC	   	   High	  performance	  liquid	  chromatography	  
IR	   	   Infrared	  spectrometry	  
LAH	   	   Lithium	  aluminum	  hydride	  
LHMDS	   Lithium	  hexamethyldisilylamide	  
MS	   	   Mass	  spectrometry	  
NMR	   	   Nuclear	  magnetic	  resonance	  
PAD	   	   Potassium	  azodicarboxylate	  	  
TBAF	   	   Tetrabutylammonium	  fluoride	  
TBS	   	   tert-­‐butyldimethylsilyl	  ether	  
THF	   	   Tetrahydrofuran	  
TLC	   	   Thin	  layer	  chromatography	  
TTP	   	   Tocopherol	  transfer	  protein	  	  	  	  
	  	  
	   viii	  
List	  of	  Tables	  	  Table	  1.	  Screening	  results	  for	  the	  oxidative	  cleavage	  of	  αT3	  under	  various	  conditions	  ...............................................................................................................................................................	  46	  Table	  2.	  Various	  Stille	  reaction	  conditions	  with	  the	  corresponding	  yields	  in	  the	  synthesis	  of	  (32).	  ............................................................................................................................	  56	  
	  
List	  of	  Figures	  	  Figure	  1	  Chemical	  structures	  of	  tocopherols	  and	  tocotrienols.	  ............................................	  2	  Figure	  2.	  Simon	  metabolites:	  Top:	  α-­‐tocopheronic	  acid,	  bottom:	  α-­‐tocopherono	  lactone	  ..................................................................................................................................................	  5	  Figure	  3.	  Initial	  ω-­‐hydroxylation,	  followed	  by	  a	  series	  of	  β-­‐oxidation	  of	  α	  -­‐tocopherol	  to	  yield	  water	  soluble	  α-­‐CEHC	  ...................................................................................................	  7	  Figure	  4.	  Drawing	  of	  the	  interactions	  of	  αT	  with	  the	  residues	  in	  the	  αTTP	  binding	  pocket.	  Hydrogen	  bonds	  are	  depicted	  with	  the	  dotted	  lines,	  and	  Van	  der	  Waal	  forces	  by	  the	  arcs.27	  ......................................................................................................................	  10	  Figure	  5.	  A	  comparison	  of	  the	  open	  (left)	  and	  closed	  (right)	  conformations	  of	  αTTP.	  Hydrophobic	  residues	  are	  yellow,	  basic;	  blue,	  acidic;	  red,	  polar;	  cyan.	  The	  hydrophobic	  key	  residues	  of	  the	  ‘lid’	  (residues	  198-­‐221)	  are	  depicted	  in	  light	  gray.27	  ..................................................................................................................................................	  11	  Figure	  6.	  Radical	  chain	  reaction	  mechanism	  of	  lipid	  peroxidation	  ...................................	  13	  Figure	  7.	  Coenzyme	  Q;	  ubiquinol,	  ubisemiquinone,	  and	  ubiquinone.	  ..............................	  16	  Figure	  8.	  Fluorescent	  analogues	  of	  α-­‐tocopherol.	  .....................................................................	  18	  Figure	  9.	  Spectral	  characteristics	  of	  C9-­‐NBD-­‐αT;	  excitation	  and	  emission	  spectra	  recorded	  in	  methanol.	  Fluorescence	  excitation	  (solid	  line;	  monitored	  at	  533	  nm),	  and	  emission	  (dashed	  line;	  excitation	  at	  466	  nm)	  were	  monitored	  in	  0.22	  μM	  NBD-­‐TOH.57	  ...............................................................................................................................	  21	  
	   ix	  
Figure	  10.	  Time	  dependent	  change	  in	  fluorescence	  energy	  transfer	  between	  the	  lipid	  bilayer	  and	  NBD-­‐tocopherol.	  Fluorescence	  monitored	  at	  575	  nm,	  with	  excitation	  at	  466	  nm.59	  ................................................................................................................	  23	  Figure	  11.	  Chemical	  structure	  of	  BODIPY	  α-­‐tocopherol	  analogue	  .....................................	  24	  Figure	  12.	  Second	  generation	  BODIPY	  α-­‐tocopherol	  analogue	  ...........................................	  25	  Figure	  13.	  Excitation	  and	  emission	  spectra	  of	  the	  second	  generation	  BODIPY	  analogue	  .............................................................................................................................................	  25	  Figure	  14.	  αT6	  absorbance	  spectra	  in	  ethanol	  (blue)	  and	  hexane	  (green).	  ...................	  27	  Figure	  15.	  Chemical	  structures	  of	  αT6,	  a	  fluorescent	  derivative	  of	  α-­‐tocopherol	  and	  Fe-­‐AOX-­‐6,	  an	  inhibitor	  of	  lipid	  peroxidation.	  ....................................................................	  27	  Figure	  16.	  Target	  molecule:	  αT5	  ((R)-­‐2,5,7,8-­‐tetramethyl-­‐2-­‐((3E,5E,7E,9E)-­‐4,8,12-­‐trimethyltrideca-­‐3,5,7,9,11-­‐pentaen-­‐1-­‐yl)chroman-­‐6-­‐ol	  .............................................	  29	  Figure	  17.	  Cartoon	  illustration	  of	  α-­‐tocopentaenol	  and	  α-­‐tocopherol	  in	  a	  phospholipid	  membrane.	  ...........................................................................................................	  30	  Figure	  18.	  Retrosynthesis	  of	  αT5	  via	  α-­‐tocotrienol	  and	  (S)-­‐	  α-­‐Trolox®	  .........................	  31	  Figure	  19.	  General	  overview	  of	  converting	  Trolox®	  to	  a	  one-­‐carbon	  aldehyde	  (10).	  ...............................................................................................................................................................	  35	  Figure	  20.	  Product	  observed	  on	  first	  attempt	  at	  the	  Wittig	  reaction	  in	  scheme	  2B	  ...	  37	  Figure	  21.	  Oxidative	  cleave	  of	  αT3	  would	  result	  in	  the	  three-­‐carbon	  intermediate	  needed	  for	  chain	  elongation,	  and	  could	  be	  performed	  in	  a	  one-­‐step	  reaction.	  ..	  42	  Figure	  22.	  Various	  methods	  to	  oxidatively	  cleave	  an	  olefin;	  178,	  279,	  380,	  481	  ................	  42	  Figure	  23.	  Expected	  products	  from	  an	  oxidative	  cleavage	  of	  αT3:	  a	  three-­‐carbon	  aldehyde	  (21),	  acetone	  (28),	  and	  4-­‐oxopentanal	  (29).	  Due	  to	  the	  low	  boiling	  points	  of	  (28)	  and	  (29),	  those	  products	  were	  not	  isolated	  during	  purification.	  45	  Figure	  24.	  Target	  intermediate,	  with	  the	  vinyl	  halide	  having	  (E)-­‐geometry	  .................	  47	  Figure	  25.	  Representation	  of	  diethyl	  (1-­‐iodoethyl)phosphonate	  ......................................	  48	  Figure	  26.	  Reduced	  alkene	  obtained	  via	  hydrozirconation	  of	  alkyne	  (34)	  ....................	  52	  Figure	  27.	  Top:	  Non-­‐stabilized	  ylides	  favour	  (Z)-­‐olefins,	  whereas	  stabilized	  ylides	  favour	  (E)-­‐olefins	  (bottom).	  ......................................................................................................	  58	  
	   x	  
Figure	  28.	  Removal	  of	  the	  methyl	  group	  at	  C4’	  position	  would	  allow	  for	  a	  different	  pathway	  in	  attempts	  of	  obtaining	  (E)-­‐geometry	  across	  that	  bond.	  The	  omission	  of	  the	  methyl	  group	  would	  not	  affect	  the	  binding	  to	  TTP.	  ...........................................	  60	  Figure	  29.	  Typical	  reaction	  conditions	  used	  in	  the	  Takai	  Olefination.	  .............................	  60	  Figure	  30.	  The	  reaction	  mechanism	  proposed	  by	  Takai.	  Chromium	  (II)	  is	  oxidized	  to	  chromium	  (III)	  after	  substitution	  of	  both	  iodine	  atoms.	  The	  geminal	  carbodianion	  acts	  as	  a	  nucleophile	  on	  the	  aldehyde.	  Following	  elimination	  of	  both	  chromium-­‐bearing	  groups,	  the	  vinyl	  halide	  is	  formed.	  ......................................	  61	  Figure	  31.	  Highlighting	  H1	  and	  H2	  in	  both	  the	  cis	  and	  trans-­‐	  olefins.	  See	  Figure	  29	  and	  30	  for	  1HNMR	  analysis	  before	  and	  after	  PAD	  reduction.	  .....................................	  63	  Figure	  32.	  1HNMR	  of	  an	  inseparable	  mixture	  of	  (E)	  and	  (Z)-­‐40	  before	  PAD	  reduction	  ...............................................................................................................................................................	  64	  Figure	  33.	  1HNMR	  of	  an	  inseparable	  mixture	  of	  (E)	  and	  (Z)-­‐40	  after	  PAD	  reduction	  ...............................................................................................................................................................	  65	  Figure	  34.	  Corey’s	  method	  of	  producing	  (Z)-­‐specific	  olefins	  from	  propargylic	  alcohols.	  Only	  after	  substitution	  of	  iodine,	  is	  the	  trans-­‐geometry	  instilled.	  ........	  66	  Figure	  35.	  UV-­‐Vis	  absorption	  of	  TBSO-­‐αT5	  in	  ethanol	  (concentration	  9.07	  μM).	  .......	  66	  Figure	  36.	  Future	  attempts	  at	  establishing	  correct	  (E)-­‐geometry	  across	  the	  C3’	  bond	  using	  hydrostannylation	  methods	  .........................................................................................	  68	  
	  
List	  of	  Schemes	  Scheme	  1.	  Pathway	  following	  the	  Zincke	  aldehyde	  reaction,	  whereby	  an	  activated	  pyridine	  is	  prone	  to	  nucleophilic	  addition..	  .......................................................................	  32	  Scheme	  2.	  A)	  Esterification,	  protection	  and	  DIBAL	  reduction	  lead	  to	  compound	  (10)..	  ...............................................................................................................................................................	  36	  Scheme	  3.	  Competing	  pathways	  of	  forming	  the	  P-­‐O	  bond	  with	  the	  use	  of	  this	  phosphonium	  ylide.	  ......................................................................................................................	  37	  Scheme	  4.	  Four	  products	  obtained	  from	  the	  LAH	  reduction	  of	  (14).	  ...............................	  38	  
	   xi	  
Scheme	  5.	  Isomerization	  of	  α,	  β-­‐unsaturated	  alcohol	  to	  the	  saturated	  aldehyde	  (21)	  ...............................................................................................................................................................	  39	  Scheme	  6.	  Microwave	  reaction	  of	  trimethylhydroquinone	  (20),	  methyl	  methacrylate	  (21),	  and	  formaldehyde	  (22)	  to	  produce	  racemic	  (8)..	  .................................................	  40	  Scheme	  7.	  Lemieux	  Johnson	  Oxidation	  of	  an	  olefin	  ..................................................................	  43	  Scheme	  8.	  Use	  of	  phosphonium	  ylide	  (27)	  would	  obtain	  compound	  (26)	  with	  the	  unwanted	  geomtry.	  .......................................................................................................................	  48	  Scheme	  9.	  Schlosser	  Modification	  of	  the	  Wittig	  reaction.	  (E)-­‐geometry	  is	  produced	  when	  R2≠	  methyl/Hydrogen.	  As	  a	  result,	  this	  method	  could	  not	  be	  used.	  .........	  49	  Scheme	  10.	  Corey–Fuchs	  modification	  for	  the	  production	  of	  an	  internal	  alkyne	  (34).	  ...............................................................................................................................................................	  50	  Scheme	  11.	  In	  situ	  synthesis	  of	  Schwartz	  reagent	  during	  the	  reaction	  produced	  a	  mixture	  of	  three	  compounds,	  viewed	  as	  a	  single	  spot	  on	  TLC.	  ..................................	  54	  Scheme	  12.	  Optimized	  Stille	  coupling	  conditons	  between	  vinyl	  halide	  (26)	  and	  (5).	  ...............................................................................................................................................................	  55	  Scheme	  13.	  Wittig	  reaction	  between	  (36)	  and	  	  phosphonium	  salt	  (37)	  produced	  TBSO-­‐	  αT6	  in	  a	  26%	  yield.	  .........................................................................................................	  59	  Scheme	  14.	  Reaction	  conditions	  used	  for	  the	  Takai	  olefination.	  ........................................	  62	  Scheme	  15.	  Thought	  process	  for	  using	  PAD	  as	  a	  reductant	  on	  the	  olefin..	  .....................	  63	  
	   1	  
	  
1. Introduction	  	   The	  history	  of	  vitamin	  E	  begins	  nearly	  a	  century	  ago	  when,	  in	  1922,	  Dr.	  Herbert	  M.	  Evans	  and	  Dr.	  Katharine	  S.	  Bishop	  discovered	  that	  rats	  were	  unable	  to	  reproduce	  when	  fed	  a	  semi-­‐synthetic	  purified	  diet	  of	  lard.1	  	  Interestingly,	  fertility	  was	  restored	  when	  the	  rats	  were	  given	  wheat	  germ	  as	  part	  of	  their	  diet.	  	  It	  was	  concluded	  that	  diets	  prepared	  from	  purified	  materials	  lacked	  a	  substance	  needed	  for	  normal	  growth,	  and	  natural	  foods	  contained	  a	  compound	  that	  was	  essential	  for	  reproduction.	  	  Upon	  lipid	  extraction	  and	  isolation	  of	  this	  unknown	  compound,	  vitamin	  E	  was	  discovered.1,2	  Vitamin	  E	  is	  a	  term	  that	  encompasses	  eight	  fat-­‐soluble	  antioxidants	  consisting	  of	  four	  tocopherols	  (α,	  β,	  γ,	  and	  δ)	  and	  four	  tocotrienols	  (α,	  β,	  γ,	  and	  δ)	  
(Figure	  1).	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Figure	  1	  Chemical	  structures	  of	  tocopherols	  and	  tocotrienols.	  	  	   Both	  the	  tocopherols	  and	  tocotrienols	  contain	  a	  chroman	  ring	  portion,	  which	  depending	  on	  the	  position	  and	  numbering	  of	  the	  methyl	  substituents	  at	  positions	  5	  and	  7	  on	  the	  aromatic	  ring,	  defines	  the	  different	  forms	  of	  the	  vitamin.3	  	  The	  absence	  or	  presence	  of	  these	  methyl	  groups	  contributes	  to	  each	  molecule’s	  respective	  antioxidant	  properties.4,5	  Attached	  to	  the	  chroman	  is	  a	  chain	  (consisting	  of	  16	  carbons)	  known	  as	  the	  phytyl	  tail	  that	  is	  primarily	  responsible	  for	  the	  hydrophobic	  nature	  of	  these	  compounds.	  	  The	  slight	  difference	  between	  tocopherols	  and	  tocotrienols	  lies	  in	  the	  saturation	  of	  the	  phytyl	  tail;	  tocopherol	  is	  fully	  saturated	  with	  two	  chiral	  centers	  (C4’	  and	  C8’),	  whereas	  tocotrienols	  are	  unsaturated	  at	  positions	  3’,	  7’	  and	  11’.4	  	  Arguably,	  vitamin	  E’s	  most	  noteworthy	  characteristic	  is	  the	  donation	  of	  its	  phenolic	  hydrogen	  atom	  to	  a	  reactive	  radical	  species,	  protecting	  against	  lipid	  peroxidation	  in	  membranes.	  	  α-­‐Tocopherol	  (αT)	  donates	  a	  hydrogen	  atom	  to	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peroxyl	  radicals,	  creating	  a	  lipid	  hydroperoxide	  and	  an	  α-­‐tocopheroxyl	  radical	  that	  has	  one	  of	  two	  fates:	  a	  further	  one-­‐electron	  oxidation	  to	  produce	  α-­‐tocopheryl	  quinone,	  or	  predominately,	  it	  is	  reduced	  /	  recycled	  by	  vitamin	  C.	  	  Both	  fates	  lead	  to	  a	  more	  stable	  compound	  than	  that	  of	  the	  oxygen	  containing	  radical,	  and	  halt	  any	  further	  damage	  that	  could	  harm	  the	  membrane,	  ultimately	  protecting	  cell	  integrity.5,6	  	  Apart	  from	  antioxidant	  properties,	  much	  is	  still	  unknown	  about	  tocopherols.	  Vitamin	  E	  has	  been	  a	  conundrum	  of	  nutritional	  chemistry	  for	  over	  ninety	  years.	  Since	  the	  discovery	  of	  vitamin	  E,	  certain	  questions	  involving	  the	  mechanism	  of	  transport	  and	  delivery	  to	  tissues	  remain	  partially	  unanswered.	  	  Because	  of	  the	  hydrophobic	  property	  of	  vitamin	  E,	  a	  central	  challenge	  in	  vivo	  is	  the	  transport	  and	  delivery	  of	  this	  molecule	  to	  specific	  environments	  and	  tissues.	  	  To	  visualize	  the	  transport	  of	  tocopherols,	  fluorescent	  probes	  have	  been	  incorporated	  at	  the	  terminus	  of	  the	  phytyl	  tail.7	  	  These	  probes	  act	  as	  reporters	  of	  the	  cellular	  location	  of	  vitamin	  E.8	  	  Still,	  the	  mechanism	  as	  to	  how	  α-­‐tocopherol	  transfer	  protein	  (αTTP)	  selectively	  mediates	  tocopherol	  secretion	  from	  liver	  cells	  is	  still	  not	  very	  well	  understood.9	  	  	  
1.1. Bioavailability	  and	  Bioactivity	  of	  Vitamin	  E	  	   Vitamin	  E	  is	  an	  essential	  nutrient	  that	  cannot	  be	  synthesized	  in	  mammals	  and	  must	  be	  acquired	  through	  diet.3	  	  Vitamin	  E	  consumption	  is	  obtained	  from	  vegetable	  oils,	  nuts,	  and	  wheat	  germ.10	  	  Because	  of	  the	  availability	  and	  consumption	  of	  particular	  plant	  products	  in	  North	  America	  (particularly	  soy	  oil),	  γ-­‐tocopherol	  (γT)	  accounts	  for	  roughly	  70%	  of	  the	  vitamin	  E	  obtained	  in	  the	  US	  diet.3	  However,	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because	  of	  different	  food	  preferences,	  individuals	  in	  Europe	  have	  a	  lower	  intake	  of	  γT.	  	  Sunflower	  oil	  (5mg	  γT	  /100g)	  and	  olive	  oil	  (0.7mg	  γT	  /100g)	  predominate	  in	  the	  diet	  of	  Europeans,	  whereas	  in	  the	  US,	  soybean	  (80mg	  γT	  /100g)	  and	  corn	  oils	  (60mg	  γT	  /100g)	  are	  mainly	  consumed.11	  The	  majority	  of	  research	  has	  focused	  on	  tocopherols	  because	  of	  their	  retention	  at	  higher	  concentrations	  within	  human	  plasma	  (α-­‐tocopherol;	  10-­‐15μg/ml,	  γ-­‐tocopherol;	  3-­‐5μg/ml),12,13	  whereas	  tocotrienol	  concentrations	  are	  significantly	  lower	  (≈0.7μg/ml).14	  	  However,	  despite	  γT	  being	  the	  most	  consumed	  form	  of	  vitamin	  E	  amongst	  North	  Americans,	  αT,	  is	  the	  most	  potent	  and	  biologically	  active	  antioxidant	  (accounts	  for	  ≈	  90%	  of	  the	  vitamin	  E	  in	  both	  human	  and	  animal	  tissue;	  including	  serum	  levels).15	  	  In	  the	  past,	  the	  higher	  plasma	  levels	  of	  αT	  over	  other	  isoforms	  led	  researchers	  to	  hypothesize	  that	  the	  absorption	  efficiencies	  of	  these	  vitamins	  varied	  within	  the	  small	  intestine.	  	  By	  using	  deuterium-­‐labeled	  tocopherols,	  researchers	  examined	  this	  hypothesis	  and	  concluded	  that	  there	  is	  no	  noticeable	  difference.	  	  After	  ingestion,	  all	  isoforms	  are	  absorbed	  with	  equal	  efficiencies.3,9,16	  	  Following	  gastrointestinal	  absorption,	  all	  forms	  of	  vitamin	  E	  are	  packaged	  and	  discharged	  into	  chylomicrons	  (vesicles	  responsible	  for	  the	  transfer	  of	  fat-­‐soluble	  compounds	  from	  the	  intestine	  to	  the	  liver).	  	  Only	  once	  these	  nutrients	  enter	  the	  liver	  is	  there	  any	  discrimination	  between	  the	  compounds.3	  α-­‐Tocopherol	  is	  selectively	  retained	  as	  a	  result	  of	  the	  α-­‐tocopherol	  transfer	  protein	  (αTTP).	  	  	  α-­‐Tocopherol	  transfer	  protein,	  a	  32	  kDa	  cytosolic	  protein,	  is	  highly	  expressed	  in	  the	  liver,	  and	  controls	  the	  transfer	  of	  αT	  from	  hepatocytes	  by	  re-­‐
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secreting	  the	  tocopherol	  into	  plasma	  on	  very-­‐low	  density	  lipoproteins	  (VLDL),	  allowing	  for	  distribution	  through	  the	  plasma	  to	  target	  tissues.17	  	  However,	  αTTP	  is	  highly	  selective	  for	  αT,	  while	  all	  other	  forms	  of	  vitamin	  E	  are	  essentially	  metabolized	  and	  excreted.6	  	  Excess	  vitamin	  E	  beyond	  the	  body’s	  needs,	  is	  metabolized	  before	  excretion.	  For	  a	  long	  time	  the	  only	  known	  urinary	  metabolites	  were	  the	  “Simon	  metabolites”,	  first	  observed	  in	  1956	  (Figure	  2).18	  	  These	  metabolites	  encompass	  α-­‐tocopheronic	  acid	  and	  its	  lactone,	  and	  are	  excreted	  in	  urine	  as	  glucuronides	  or	  sulfates.	  Additionally,	  these	  metabolites	  had	  a	  shortened	  side	  chain	  and	  opened	  chroman	  ring.19	  	  Opening	  of	  the	  chroman	  ring	  is	  initiated	  by	  the	  α-­‐tocopheroxyl	  radical	  intermediate	  (after	  αT	  acts	  as	  an	  antioxidant,	  donating	  the	  phenolic	  hydrogen	  atom).	  	  However,	  these	  metabolites	  are	  thought	  to	  be	  an	  artifact	  arising	  during	  sample	  preparations	  and	  formed	  by	  chemical	  or	  enzymatic	  hydrolysis.	  	  In	  the	  absence	  of	  oxygen,	  Simon	  metabolites	  were	  not	  observed.20	  	  The	  spontaneous	  oxidation	  of	  carboxyethyl	  hydroxychromans	  (see	  below)	  would	  lead	  to	  these	  Simon	  metabolites.	  
	  
Figure	  2.	  Simon	  metabolites:	  Top:	  α-­‐tocopheronic	  acid,	  bottom:	  α-­‐tocopherono	  lactone	  	  
O
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Carboxyethyl	  hydroxychromans	  	  (CEHC’s)	  are	  the	  other	  class	  of	  vitamin	  E	  metabolites	  found	  in	  urine	  and	  blood.21	  	  This	  process	  of	  degradation	  is	  catalyzed	  by	  cytochrome	  P450	  monooxygenase	  enzymes	  (Figure	  3).	  	  In	  contrast	  to	  αT,	  the	  seven	  other	  forms	  of	  vitamin	  E	  are	  efficiently	  degraded	  by	  cytochrome	  P450	  monooxygenases	  and	  secreted	  into	  bile	  then	  excreted	  in	  feces.	  	  Parker	  originally	  studied	  the	  necessity	  of	  these	  monooxygenases	  by	  demonstrating	  that	  inhibition	  of	  the	  P450	  complexes	  by	  ketoconazole	  diminished	  the	  build-­‐up	  of	  the	  water	  soluble	  tocopherol	  metabolites.22	  	  In	  the	  initial	  step,	  cytochrome	  P450	  catalyzed	  ω-­‐hydroxylation	  produces	  the	  corresponding	  13-­‐hydroxyl-­‐tocopherol/tocotrienols.	  	  Further	  oxidation	  of	  the	  terminal	  hydroxyl,	  performed	  by	  microsomal	  dehydrogenases,	  produces	  the	  water-­‐soluble	  carboxylic	  acid	  derivative.	  	  β-­‐Oxidation,	  a	  five	  step	  chain	  shortening	  process,	  ultimately	  produces	  carboxyethyl	  hydroxychromans	  (CEHC’s).23	  	  CEHC’s	  have	  been	  shown	  to	  be	  produced	  by	  α,	  γ,	  and	  δ-­‐	  tocopherols,	  and	  α,	  and	  γ-­‐tocotrienols.6	  	  Only	  approximately	  1-­‐3%	  of	  consumed	  
RRR-­‐α-­‐tocopherol	  appears	  as	  α-­‐CEHC	  in	  urine	  (as	  opposed	  to	  50%	  of	  γ-­‐tocopherol).24	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Figure	  3.	  Initial	  ω-­‐hydroxylation,	  followed	  by	  a	  series	  of	  β-­‐oxidation	  of	  α	  -­‐tocopherol	  to	  yield	  water	  soluble	  α-­‐CEHC	  
1.2. Structure	  and	  Function	  of	  Human	  Tocopherol	  Transfer	  Protein	  	   α-­‐Tocopherol	  transfer	  protein	  is	  important	  for	  maintaining	  normal	  and	  sufficient	  levels	  of	  αT	  in	  humans.	  	  Vitamin	  E	  deficiency	  is	  known	  to	  occur	  when	  the	  
hTTP	  gene	  suffers	  mutations,	  several	  of	  which	  have	  been	  shown	  to	  result	  in	  ataxia	  with	  vitamin	  E	  deficiency	  (AVED).25	  	  AVED	  is	  an	  autosomal	  recessive	  neurodegenerative	  disease	  that	  prevents	  the	  body	  taking	  up	  vitamin	  E	  in	  the	  diet.	  	  Symptoms	  of	  AVED	  include:	  the	  inability	  to	  coordinate	  movements	  and	  speech,	  the	  loss	  of	  reflexes	  in	  the	  legs,	  and	  peripheral	  neuropathy.26	  	  The	  failure	  of	  αTTP	  to	  
O
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transfer	  αT	  from	  the	  liver	  to	  nascent	  very	  low	  density	  lipoproteins	  (VLDL)	  is	  thought	  to	  be	  the	  cause	  of	  low	  vitamin	  E	  serum	  levels	  in	  patients	  with	  AVED.	  	  α-­‐Tocopherol	  transfer	  protein	  is	  believed	  to	  incorporate	  αT	  in	  VLDLs,	  however,	  the	  mechanism	  of	  αTTP	  assisted	  loading	  of	  VLDL	  with	  αT	  is	  still	  unknown.9	  α-­‐Tocopherol	  transfer	  protein	  is	  considered	  a	  member	  of	  the	  SEC14-­‐like	  protein	  superfamily,	  containing	  a	  CRAL-­‐TRIO	  domain.	  	  The	  yeast	  phosphatidylinositol/	  phosphatidylcholine	  transfer	  protein	  (Sec14),	  cellular	  retinaldehyde	  binding	  protein	  (CRALBP)	  and	  supernatant	  protein	  factor	  (SPF)	  are	  also	  part	  of	  this	  family.	  	  All	  members	  of	  this	  family	  can	  facilitate	  the	  in	  vitro	  transfer	  of	  their	  specific	  lipid	  ligands	  from	  one	  membrane	  to	  another.27	  	  It	  was	  found	  that	  many	  forms	  of	  vitamin	  E	  (including	  all	  tocopherols,	  α-­‐tocotrienol,	  Trolox,	  phenol	  protected	  αT,	  αT	  quinone,	  etc.)	  bound	  to	  αTTP	  at	  a	  much	  lower	  Kd	  than	  Sec14,	  SPF	  and	  CRALBP.	  	  All	  other	  homologous	  proteins	  bound	  to	  αT,	  but	  at	  much	  lower	  affinities	  (>	  10	  fold	  Kd)	  than	  αTTP.	  	  As	  a	  result,	  it	  was	  suggested	  only	  αTTP	  can	  act	  as	  a	  competent	  mediator	  of	  αT	  transport.28	  	  An	  in	  vitro	  study	  performed	  by	  Hosomi	  et	  al.	  showed	  the	  specificity	  that	  αTTP	  has	  for	  αT.	  	  RRR-­‐α-­‐Tocopherol	  had	  100%	  specificity	  compared	  to	  βT	  (38%),	  γT	  (9%)	  and	  δT	  (2%).28	  	  Panagabko	  et	  al.	  measured	  the	  dissociation	  constants,	  Kd,	  in	  a	  radiolabeled	  binding	  assay	  that	  showed	  αT	  had	  a	  five-­‐fold	  greater	  affinity	  for	  αTTP	  than	  the	  βT	  and	  fully	  ten-­‐fold	  greater	  than	  γT.28	  	  α-­‐Tocopherol	  had	  the	  greatest	  affinity	  to	  αTTP	  because	  of	  its	  full	  methyl	  substituted	  chromanol	  ring.28	  	  The	  presence	  of	  the	  methyl	  groups	  increase	  the	  hydrophobic	  interactions	  and	  packing	  density	  in	  the	  αTTP	  binding	  pocket.	  	  When	  methyl	  groups	  are	  absent,	  these	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properties	  decrease,	  lowering	  the	  affinity	  to	  αTTP.	  	  As	  supporting	  evidence,	  Fersht	  showed	  there	  was	  a	  loss	  of	  1.3	  kcal/mol	  in	  binding	  energy	  when	  a	  methylene	  group	  was	  removed	  from	  a	  chymotrypsin	  inhibitor	  in	  a	  highly	  hydrophobic	  pocket.29	  	  This	  number	  can	  be	  used	  as	  a	  rough	  comparison	  of	  the	  methyl	  group	  interactions	  in	  the	  hydrophobic	  pocket	  of	  αTTP.27	  Additional	  properties	  important	  for	  recognition	  for	  binding	  to	  αTTP	  are	  a	  phytyl	  tail	  and	  the	  R-­‐configuration	  where	  the	  phytyl	  tail	  attaches	  to	  the	  chromanol	  ring	  (C2	  position).30	  	  The	  preferential	  binding	  of	  RRR-­‐αT	  or	  γT	  to	  αTTP	  is	  shown	  by	  the	  3-­‐fold	  increase	  of	  the	  half-­‐life	  of	  RRR-­‐	  αT	  	  (57	  ±	  19	  hours)	  compared	  to	  that	  of	  
SRR.31	  	  Therefore,	  only	  natural	  RRR-­‐	  αT	  or	  2R-­‐αT	  (obtained	  from	  a	  mixture	  of	  all	  racemic	  αT	  found	  in	  supplements)	  are	  retained	  by	  the	  body.31	  To	  be	  an	  effective	  transfer	  protein,	  it	  is	  reasonable	  to	  assume	  that	  αTTP	  should	  bind	  to	  membranes	  reversibly	  and	  sequester	  its	  hydrophobic	  ligand	  from	  the	  aqueous	  medium	  (Figure	  4).	  	  α-­‐Tocopherol	  transfer	  protein	  exists	  in	  both	  an	  open	  and	  closed	  conformation	  (Figure	  5).	  	  When	  in	  the	  closed	  form,	  the	  lid	  (residues	  198-­‐221	  on	  αTTP	  that	  are	  exposed	  to	  the	  solvent)	  is	  directly	  interacting	  with	  the	  phytyl	  tail	  of	  αT.	  	  When	  the	  protein	  is	  membrane-­‐bound	  and	  the	  lid	  opens,	  new	  hydrophobic	  interactions	  occur	  on	  the	  membrane	  surface	  and	  αT	  is	  released	  into	  the	  bilayer.	  	  Similarly,	  when	  αT	  binds	  to	  αTTP,	  closing	  of	  the	  lid	  shuttles	  αT	  into	  the	  empty	  binding	  site	  and	  pushes	  any	  water	  molecules	  out	  through	  an	  additional	  tunnel	  located	  at	  the	  back	  of	  the	  binding	  site.27	  α-­‐Tocopherol	  transfer	  protein	  facilitates	  the	  transfer	  of	  αT	  between	  donor	  and	  acceptor	  hydrophobic	  environments.	  	  α-­‐Tocopherol	  transfer	  protein	  is	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responsible	  for	  transferring	  αT	  from	  liposomes	  to	  mitochondria,	  microsomes,	  and	  erythrocytes.	  	  Unfortunately,	  the	  molecular	  mechanism	  by	  which	  this	  happens	  is	  unclear.32	  It	  has	  been	  speculated	  that	  αTTP	  distributes	  ligand	  transfer	  to	  intracellular	  organelles	  to	  similar	  pathways	  as	  Sec14p.	  	  Atkinson	  demonstrated	  that	  αTTP	  can	  transfer	  tocopherol	  between	  synthetic	  lipid	  bilayers,	  indicating	  (at	  least	  in	  
vitro)	  that	  additional	  proteins	  may	  not	  be	  required.8	  	  
	  
Figure	  4.	  Drawing	  of	  the	  interactions	  of	  αT	  with	  the	  residues	  in	  the	  αTTP	  binding	  pocket.	  Hydrogen	  bonds	  are	  depicted	  with	  the	  dotted	  lines,	  and	  Van	  der	  Waal	  forces	  by	  the	  arcs.27	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Figure	  5.	  A	  comparison	  of	  the	  open	  (left)	  and	  closed	  (right)	  conformations	  of	  αTTP.	  Hydrophobic	  residues	  are	  yellow,	  basic;	  blue,	  acidic;	  red,	  polar;	  cyan.	  The	  hydrophobic	  key	  residues	  of	  the	  ‘lid’	  (residues	  198-­‐221)	  are	  depicted	  in	  light	  gray.27	  
	  
1.3. Antioxidant	  Functions	  of	  Vitamin	  E	  	  	   Oxygen	  is	  essential	  to	  aerobic	  life	  yet,	  paradoxically,	  it	  can	  also	  be	  very	  toxic	  to	  cells.	  	  Cells	  that	  are	  exposed	  to	  molecular	  oxygen	  are	  at	  risk	  of	  being	  damaged	  by	  free	  radical	  species	  derived	  from	  oxygen,	  such	  as	  superoxide	  or	  hydroxyl	  radicals.	  	  These	  radicals	  can	  abstract	  a	  hydrogen	  atom	  from	  lipids	  located	  in	  the	  cell	  membrane,	  in	  a	  process	  known	  as	  lipid	  peroxidation.33,34–37	  	   Lipids	  are	  fundamental	  components	  of	  cell	  membranes,	  maintaining	  structural	  integrity	  and	  participating	  in	  cell	  signaling	  processes.	  	  Unfortunately,	  under	  oxidative	  stress,	  lipids	  can	  be	  damaged	  by	  reactive	  oxygen	  species	  (ROS).38,39	  	  Reactive	  oxygen	  species	  arise	  from	  biochemical	  reactions,	  exposure	  to	  some	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environmental	  pollutants,	  and	  consumption	  of	  certain	  drugs	  and	  toxins.	  	  Cellular	  components	  of	  our	  body	  can	  be	  adversely	  affected	  under	  oxidatively	  stressful	  conditions.	  	  When	  the	  oxidative	  stress	  increases,	  cells	  stimulate	  the	  production	  of	  antioxidants	  (both	  enzymatic	  and	  non-­‐enzymatic)	  as	  a	  primary	  defense	  system	  that	  efficiently	  neutralize	  the	  ROS.40	  	  	  Enzymatic	  antioxidant	  processes	  use	  metal	  cofactors	  in	  breaking	  down	  the	  ROS.	  	  Superoxide	  dismutases	  (SODs)	  catalyze	  the	  breakdown	  of	  superoxide	  into	  hydrogen	  peroxide	  and	  oxygen.	  	  SODs	  are	  located	  in	  the	  mitochondria	  and	  cytosol,	  and	  use	  copper,	  zinc	  or	  manganese	  cofactors.	  	  Additionally,	  catalase	  converts	  hydrogen	  peroxide	  to	  water	  and	  oxygen	  and	  glutathione	  peroxidases	  (present	  in	  cytoplasm	  and	  extracellularly)	  convert	  hydrogen	  peroxide	  to	  water.	  	  Various	  peroxidases	  catalyze	  the	  reduction	  of	  hydroperoxides,	  and	  peroxynitrites.41	  	  Non-­‐enzymatic	  antioxidants,	  such	  as	  vitamin	  E,	  vitamin	  C,	  carotenoids,	  and	  glutathione	  work	  by	  reacting	  with	  the	  ROS,	  acting	  as	  reducing	  electron	  sources,	  terminating	  the	  ROS.	  	  However,	  under	  high	  oxidative	  stress,	  lipid	  peroxidation	  rates	  increase	  and	  the	  overwhelming	  amount	  of	  ROS	  is	  too	  much	  for	  the	  antioxidant	  defense.	  	  As	  a	  result	  cell	  apoptosis	  may	  be	  triggered.42	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Figure	  6.	  Radical	  chain	  reaction	  mechanism	  of	  lipid	  peroxidation	  	  	  	   Peroxidation	  of	  polyunsaturated	  fatty	  acids	  consists	  of	  three	  reactions:	  initiation,	  chain	  propagation,	  and	  chain	  termination	  (Figure	  6).34	  	  In	  the	  initiation	  phase,	  hydrogen	  abstraction	  by	  a	  ROS	  creates	  a	  short-­‐lived	  carbon	  centered	  radical.	  	  Several	  forms	  of	  molecules	  are	  known	  to	  abstract	  the	  initial	  hydrogen:	  these	  species	  include	  alkoxy	  or	  hydroxy	  radicals	  (initiated	  from	  redox	  chemistry	  of	  Cu2+	  and	  Fe2+),	  UV	  radiation,	  and	  other	  initiators	  such	  as	  superoxide,	  nitric	  oxide	  and	  peroxynitrite.37	  	  In	  the	  case	  of	  transition	  metals,	  such	  as	  Fe2+,	  and	  to	  a	  lesser	  extent,	  Cu2+,	  it	  has	  been	  found	  that	  these	  metals	  have	  enough	  sufficiently	  reducing	  redox	  potential	  to	  result	  in	  decomposition	  of	  hydroperoxides.	  	  These	  metals	  participate	  in	  one	  electron	  redox	  cycles,	  resulting	  in	  peroxyl	  and	  alkoxyl	  radicals.43	  	  However,	  O2-­‐,	  and	  OH	  are	  the	  main	  culprits	  for	  initiating	  lipid	  peroxidation.	  	  These	  hydroxyl	  radicals	  can	  be	  generated	  by	  a	  Fenton-­‐catalyzed	  Haber-­‐Weiss	  reaction,	  where	  the	  iron	  acts	  as	  a	  catalytic	  mediator	  between	  H2O2	  and	  superoxide	  anion.44	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   After	  the	  radical	  initiator	  is	  formed,	  the	  hydrogen	  abstraction	  occurs	  at	  the	  bis-­‐allylic	  position,	  since	  this	  is	  where	  the	  weakest	  hydrogen	  bond	  (73	  kcal/mol	  vs	  88	  kcal/mol	  for	  an	  allylic	  hydrogen)	  is	  located.45,46,47	  	  This	  methylene	  hydrogen	  abstraction	  by	  the	  peroxyl	  radical	  occurs	  with	  a	  rate	  of	  about	  100-­‐1	  M	  s-­‐1	  and	  is	  viewed	  to	  be	  the	  rate-­‐limiting	  step	  in	  autoxidation.34	  	  In	  vitro,	  this	  hydrogen	  abstraction	  can	  be	  mimicked	  and	  studied	  on	  linoleic	  acid	  or	  methyl	  linoleate.46	  	  Upon	  hydrogen	  abstraction,	  isomerization	  rapidly	  occurs	  to	  form	  the	  more	  stable	  conjugated	  diene.	  	  During	  this	  propagation	  phase,	  molecular	  oxygen	  reacts	  quickly	  with	  the	  isomerized	  carbon	  radical	  to	  form	  the	  lipid	  peroxyradical	  (ROO).	  	  This	  addition	  of	  oxygen	  happens	  extremely	  fast	  and	  the	  rate	  of	  addition	  is	  only	  restricted	  by	  the	  length	  of	  time	  it	  takes	  oxygen	  to	  diffuse	  to	  the	  site	  of	  the	  radical	  (109	  M-­‐1	  s-­‐
1).34,48	  	  Because	  peroxyl	  radicals	  have	  half-­‐lives	  ranging	  between	  milliseconds	  to	  seconds,	  if	  no	  antioxidant	  is	  present	  the	  peroxyl	  radical	  can	  abstract	  a	  hydrogen	  atom	  from	  an	  adjacent	  lipid	  molecule	  producing	  a	  chain	  reaction.	  	  Continuation	  of	  multiple	  propagation	  steps	  will	  consume	  valuable	  polyunsaturated	  fats	  and	  result	  in	  a	  high	  concentration	  of	  the	  lipid	  hydroperoxide	  (ROOH).	  	  Even	  though	  this	  H-­‐atom	  abstraction	  by	  peroxyl	  radicals	  is	  the	  slowest	  of	  the	  autooxidation	  steps,	  it	  is	  facilitated	  by	  the	  close	  proximity	  of	  neighboring	  lipids.49	  	  The	  evidence	  suggesting	  the	  importance	  of	  vitamin	  E	  in	  protecting	  cell	  membranes	  is	  highlighted	  by	  the	  fact	  that	  it	  is	  the	  only	  major	  lipid-­‐soluble,	  chain-­‐breaking	  antioxidant	  located	  in	  tissues,	  red	  cells,	  and	  blood.	  	  Granted,	  β-­‐carotene	  does	  have	  some	  antioxidant	  activity,	  but	  it	  is	  much	  less	  efficient	  and	  is	  thought	  to	  be	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important	  in	  areas	  of	  the	  cell	  where	  there	  is	  very	  low	  oxygen	  partial	  pressure.49	  	  Lemoyne	  attempted	  to	  prove	  the	  antioxidant	  effects	  of	  αT	  by	  studying	  the	  concentrations	  of	  exhaled	  pentane.	  	  Pentane	  is	  a	  minor	  product	  formed	  during	  fragmentation	  of	  the	  fatty	  acyl	  peroxyl	  radicals.44	  	  Human	  test	  subjects	  who	  had	  been	  given	  vitamin	  E	  had	  a	  reduced	  amount	  of	  pentane	  in	  their	  breath	  samples.	  	  Such	  evidence	  strongly	  supports	  the	  prevention	  of	  lipid	  peroxidation	  by	  vitamin	  E.50	  	  The	  prevention	  of	  lipid	  peroxidation	  is	  associated	  with	  the	  phenol	  moiety	  on	  vitamin	  E.	  The	  phenolic	  hydrogen	  bond	  is	  weaker	  (≈78	  kcal/mol)51	  than	  the	  bis-­‐allylic	  C-­‐H	  bond	  of	  the	  fatty	  acid.	  	  As	  a	  result,	  vitamin	  E	  prevents	  the	  destructive	  propagation	  process	  by	  donating	  its	  phenolic	  hydrogen,	  terminating	  the	  process	  before	  another	  lipid	  can	  react.	  	  The	  antioxidant	  reaction,	  with	  αT	  as	  the	  hydrogen	  donor,	  has	  a	  rate	  of	  3.8	  x	  106	  M-­‐1	  s-­‐1.52	  	  The	  stable	  α-­‐tocopheroxyl	  radical	  (Figure	  6)	  that	  is	  formed	  moves	  freely,	  and	  may	  react	  with	  other	  lipid	  peroxyl	  radicals,	  forming	  a	  non-­‐radical	  species.53	  	  Thus,	  the	  chain	  reaction	  of	  free	  radical–induced	  membrane	  oxidation	  is	  interrupted,	  and	  cell	  membrane	  integrity	  is	  protected.34	  	  The	  tocopheroxyl	  radical	  can	  be	  reduced	  (regenerating	  tocopherol)	  by	  vitamin	  C	  or	  coenzyme	  Q.33	  	  It	  is	  thought	  that	  the	  α-­‐tocopheroxyl	  radical	  is	  less	  reactive	  than	  the	  oxygen-­‐containing	  radicals,	  and	  can	  “float”	  to	  the	  top	  of	  the	  membrane	  near	  the	  aqueous	  environment.	  	  Vitamin	  C	  is	  also	  an	  antioxidant	  and	  in	  
vitro	  evidence	  demonstrates	  the	  proficiency	  of	  vitamin	  C	  to	  reduce	  tocopheroxyl	  radical	  back	  to	  vitamin	  E.	  	  However,	  in	  vivo	  studies	  proving	  the	  recycling	  of	  vitamin	  E	  by	  vitamin	  C	  is	  lacking	  as	  well	  as	  controversial.33,54–56	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The	  possibility	  of	  the	  regeneration	  of	  αT	  through	  coenzyme	  Q	  is	  also	  possible.	  	  If	  αT	  and	  coenzyme	  were	  to	  work	  together,	  a	  redox	  cycling	  process	  would	  occur;	  as	  shown49:	  TO	  +	  QH2	  à	  TOH	  +	  HQ	  	   (1)	  TO	  +	  HQ	  à	  TOH	  +	  Q	  	   (2)	  where	  QH2,	  HQ	  and	  Q	  are	  ubiquinol,	  ubisemiquinione,	  and	  ubiquinone,	  respectively	  (Figure	  7).	  	  	  
	  
Figure	  7.	  Coenzyme	  Q;	  ubiquinol,	  ubisemiquinone,	  and	  ubiquinone.	  
 
1.3.1 Factors	  Affecting	  the	  Antioxidant	  Activities	  of	  Vitamin	  E	  	   Certain	  factors	  determine	  the	  antioxidant	  activity	  of	  vitamin	  E.	  	  These	  factors	  include:	  i)	  how	  well	  vitamin	  E	  reacts	  with	  free	  radicals,	  and	  ii)	  the	  concentration	  and	  localization	  of	  vitamin	  E	  in	  a	  cell.	  	  The	  rate	  that	  a	  phenolic	  antioxidant	  reacts	  with	  a	  peroxyl	  radical	  is	  directly	  related	  to	  their	  antioxidant	  efficiency.	  α-­‐Tocopherol	  reacts	  ≈200	  times	  faster	  with	  a	  peroxyl	  radical	  than	  the	  commercial	  antioxidant,	  butylated	  hydroxytoluene	  (BHT).57	  	  Because	  αT	  reacts	  with	  peroxyl	  radicals	  at	  a	  much	  faster	  rate	  than	  polyunsaturated	  fatty	  acids,	  ‘catalytic’	  amounts	  of	  αT	  can	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protect	  the	  cell	  membrane.	  	  Studies	  indicate	  one	  αT	  per	  1000	  lipid	  molecules	  is	  present	  in	  cell	  membranes.58	  	  Ingold	  and	  co-­‐workers	  were	  able	  to	  determine	  the	  rate	  constants	  for	  H-­‐atom	  abstraction	  and	  the	  corresponding	  bond	  dissociation	  energy	  (BDE)	  of	  the	  phenolic	  hydrogen.57,59	  	  They	  discovered	  that	  all	  forms	  of	  vitamin	  E	  would	  be	  good	  chain-­‐terminating	  antioxidants	  in	  vivo,	  through	  in	  vitro	  studies.	  	  However,	  αT	  had	  the	  largest	  rate	  constant	  for	  H-­‐atom	  transfer	  to	  a	  peroxyl	  radical	  (3.2	  x	  106	  M-­‐1s-­‐1)57,	  indicating	  it	  was	  the	  most	  efficient	  antioxidant.	  	  Two	  factors	  are	  responsible	  for	  αT’s	  properties	  to	  be	  the	  most	  potent	  antioxidant:	  the	  steric	  effects	  surrounding	  the	  hydroxyl	  group,	  and	  the	  BDE	  of	  the	  phenolic	  hydrogen.	  	  Not	  surprisingly,	  having	  
tert-­‐butyl	  groups	  in	  the	  ortho	  positions	  with	  respect	  to	  the	  hydroxyl	  group,	  decreases	  reactivity	  that	  is	  due	  to	  steric	  crowding.	  	  However,	  in	  the	  case	  of	  vitamin	  E,	  the	  steric	  crowding	  is	  almost	  negligible	  and	  the	  BDE	  must	  be	  the	  discerning	  factor.23	  	  A	  low	  BDE	  makes	  for	  a	  stronger	  antioxidant	  in	  both	  kinetic	  and	  thermodynamic	  respects.	  In	  the	  inhibition	  step,	  hydroperoxide	  (ROO-­‐H	  bond)	  has	  a	  BDE	  of	  88	  kcal/mol.	  For	  an	  antioxidant	  to	  be	  efficient,	  the	  phenolic	  hydroxyl	  BDE	  must	  be	  <88	  kcal/mol.	  In	  the	  case	  of	  αT,	  the	  BDE	  is	  78.2	  kcal/mol,	  βT;	  78.7	  kcal/mol,	  γT;	  80.7	  kcal/mol,	  δT;	  81.7	  kcal/mol.23	  With	  respect	  to	  vitamin	  E,	  three	  factors	  decrease	  BDE:	  an	  alkoxy	  group	  in	  the	  para	  position,	  alkyl	  substituents	  positioned	  on	  the	  aromatic	  ring,	  and	  the	  electron	  donating	  effects	  of	  the	  methyl	  (and	  alkoxy)	  groups	  are	  greater	  in	  the	  ortho	  and	  para	  than	  meta-­‐positions.	  These	  factors	  of	  αT’s	  structure	  weaken	  its	  BDE,	  enabling	  it	  to	  be	  an	  effective	  antioxidant.23	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1.4. 	  	  	  	  	  Fluorescent	  Derivatives	  of	  Vitamin	  E	  
1.4.1 NBD,	  AO,	  NMA,	  and	  DAN	  Analogues	  	  	   A	  series	  of	  fluorescent	  analogues	  of	  αT	  has	  been	  synthesized	  in	  attempt	  to	  study	  both	  the	  mechanisms	  by	  which	  αTTP	  assists	  the	  secretion	  of	  αT	  from	  hepatocytes	  to	  carrier	  lipoproteins	  and	  mode	  of	  transport	  between	  various	  intracellular	  sites.7	  	  Current	  techniques	  attempting	  to	  study	  these	  issues	  involve	  the	  use	  of	  tissue	  or	  plasma	  extraction	  followed	  by	  chromatography	  and	  mass	  spectrometry.	  	  As	  a	  result	  of	  extraction,	  all	  time	  and	  spatial	  movement	  of	  tocopherol	  is	  lost.	  	  Additionally,	  extensive	  manipulations,	  poor	  kinetic	  resolution,	  and	  low	  signal-­‐to-­‐noise	  make	  this	  method	  unfavorable	  for	  tracking	  the	  movement	  of	  the	  vitamin	  in	  tissues,	  let	  alone	  cells.7,60	  	  
	  
Figure	  8.	  Fluorescent	  analogues	  of	  α-­‐tocopherol.	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   α-­‐Tocopherol	  is	  weakly	  fluorescent,	  having	  a	  λabs	  ≈	  290	  nm	  and	  λem	  ≈	  330	  nm	  in	  ethanol.7	  	  Unfortunately,	  various	  cell	  components	  (ie.,	  tryptophan	  λabs	  ≈	  280	  nm)	  overlap	  the	  absorption	  spectra	  in	  this	  range,	  preventing	  any	  selective	  monitoring	  of	  tocopherol.	  	  Preparation	  of	  a	  fluorescently	  labeled	  tocopherol	  would	  overcome	  many	  of	  these	  issues.	  	  Previous	  work	  has	  prepared	  fluorescent	  substrate	  analogues	  for	  fatty	  acids	  and	  sterols	  which	  have	  been	  used	  as	  useful	  probes	  in	  binding	  assays	  and	  to	  clarify	  their	  intracellular	  transfer	  mechanisms.7	  	  Based	  on	  these	  promising	  results,	  the	  synthesis	  of	  fluorescently	  labeled	  tocopherols	  was	  initiated	  by	  Nava	  et	  al.	  in	  2006.7	  	  The	  most	  important	  design	  manipulation	  made	  sure	  the	  fluorophore	  did	  not	  interfere	  with	  the	  chromanol	  head	  portion	  of	  the	  molecule.	  	  As	  previously	  stated,	  αT	  had	  the	  highest	  affinity	  to	  αTTP	  because	  of	  the	  additional	  methyl	  groups	  located	  on	  the	  chroman	  ring.	  	  Any	  modification	  of	  the	  methyl	  groups	  would	  interfere	  with	  binding	  and	  decrease	  affinity	  towards	  αTTP.	  	  The	  phytyl	  tail	  became	  the	  only	  viable	  option	  for	  the	  placement	  of	  the	  fluorophore.	  	  Since	  the	  methyl	  groups	  on	  the	  phytyl	  tail	  are	  not	  needed	  for	  binding,	  they	  were	  omitted	  for	  simplicity	  sake.7	  	   Sixteen	  compounds	  with	  varying	  chain	  lengths	  and	  fluorophores	  were	  synthesized	  (Figure	  8).7	  	  These	  molecules	  were	  then	  used	  in	  fluorescent	  resonance	  energy	  transfer	  (FRET)	  assays.	  	  FRET	  is	  a	  radiationless	  distance-­‐dependent	  transfer	  of	  energy	  between	  a	  donor	  and	  an	  acceptor	  molecule.61	  	  In	  the	  most	  successful	  assays,	  NBD-­‐αT	  fluorophore	  is	  used	  as	  the	  donor	  molecule	  that	  absorbs	  incident	  light	  energy.	  	  This	  energy	  is	  then	  transferred	  to	  the	  acceptor	  vesicle	  containing	  the	  match	  fluorophore	  tetramethylrhodamine	  isothiocyanate	  PE-­‐conjugate	  (TRITC-­‐PE).	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The	  transfer	  of	  energy	  occurs	  without	  any	  molecular	  interaction	  or	  any	  conversion	  to	  thermal	  energy.	  	  As	  a	  result	  the	  donors	  fluorescence	  and	  excited	  state	  lifetime	  decays,	  and	  vice	  versa	  for	  the	  acceptor.61	  	  	   For	  the	  fluorescent	  analogue	  to	  be	  of	  use	  it	  must	  bind	  specifically	  and	  reversibly	  to	  αTTP,	  mimicking	  the	  natural	  form	  of	  vitamin	  E.	  	  Despite	  the	  anthroyloxy	  (AO)	  derivatives	  being	  weakly	  fluorescent	  in	  aqueous	  solutions,	  they	  exhibited	  non-­‐specific	  binding	  to	  αTTP	  and	  the	  Kd	  values	  could	  not	  be	  determined.60	  	  Dansyl	  (DAN)	  and	  N-­‐methylanthraniliate	  (NMA)	  also	  retained	  fluorescence	  in	  aqueous	  medium,	  rendering	  our	  ability	  to	  decipher	  between	  free	  and	  bound	  ligands	  difficult.	  	  The	  non-­‐specific	  binding	  of	  these	  analogues	  may	  be	  attributed	  to	  the	  high	  polarity	  of	  the	  fluorophore	  moieties	  not	  being	  accepted	  in	  the	  hydrophobic	  pocket	  of	  αTTP.	  	  Contrarily,	  C9-­‐NBD-­‐αT	  was	  found	  to	  bind	  specifically	  and	  reversibly	  (Kd	  =	  8.5	  ±	  6.3	  nM),	  and	  lacked	  fluorescence	  in	  an	  aqueous	  environment.60	  	  Among	  the	  analogues	  of	  different	  chain	  lengths	  C6	  to	  C9,	  the	  C9	  analogue	  showed	  the	  highest	  affinity	  to	  αTTP.	  	  Therefore,	  the	  C9-­‐NBD	  analogue	  was	  used	  in	  all	  subsequent	  transport	  assays	  and	  imaging	  microscopy.60	  	  The	  fluorescent	  C9-­‐NBD-­‐αT	  derivative	  aided	  in	  the	  study	  of	  ligand	  binding	  and	  transfer	  activities	  of	  αTTP.	  	  In	  methanol,	  this	  analogue	  has	  a	  maximum	  absorption	  at	  466	  nm,	  and	  fluorescence	  at	  533	  nm	  (Figure	  9).	  When	  bound	  to	  αTTP,	  the	  ligand	  fluorescence	  and	  excitation	  intensity	  increase	  by	  ≈	  50x.	  	  As	  noted	  previously,	  this	  drastic	  increase	  is	  a	  result	  of	  the	  ligand	  moving	  from	  a	  polar	  aqueous	  environment,	  to	  the	  hydrophobic	  pocket	  of	  αTTP.	  	  Binding	  results	  in	  a	  “blue	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shift”,	  whereby	  free	  ligand	  to	  bound	  ligand	  has	  an	  excitation	  shift	  from	  474	  nm	  to	  466	  nm,	  and	  emission	  maxima	  from	  547	  to	  526	  nm.60	  
	  
Figure	  9.	  Spectral	  characteristics	  of	  C9-­‐NBD-­‐αT;	  excitation	  and	  emission	  spectra	  recorded	  in	  methanol.	  Fluorescence	  excitation	  (solid	  line;	  monitored	  at	  533	  nm),	  and	  emission	  (dashed	  line;	  excitation	  at	  466	  nm)	  were	  monitored	  in	  0.22	  μM	  NBD-­‐TOH.60	  
  Competitive	  binding	  assays	  demonstrated	  that	  with	  addition	  of	  unlabeled	  αT,	  the	  C9-­‐NBD-­‐αT	  is	  displaced	  from	  the	  binding	  site	  and	  its	  fluorescence	  greatly	  decreased	  (i.e.,	  αT	  competitively	  binds	  more	  efficiently	  to	  the	  hydrophobic	  pocket	  of	  αTTP,	  displacing	  the	  analogue).60	  	  In	  contrast,	  the	  fluorescence	  signal	  of	  the	  C9-­‐NBD-­‐αT	  bound	  to	  αTTP	  is	  not	  diminished	  when	  a	  neutral	  lipid	  such	  as	  cholesterol	  is	  introduced.	  	  Thus,	  C9-­‐NBD-­‐αT	  binds	  to	  αTTP’s	  active	  site	  with	  affinity	  close	  to	  that	  of	  the	  natural	  αT.	  	  However,	  when	  a	  mutated	  αTTP,	  with	  a	  mutation	  where	  lysine	  59	  is	  replaced	  by	  tryptophan,	  (this	  mutation	  is	  found	  in	  patients	  experiencing	  AVED)	  is	  studied	  in	  binding	  assays,	  a	  5	  fold	  lower	  affinity	  of	  binding	  between	  the	  derivative	  αT	  and	  αTTP	  is	  observed	  (71	  ±	  19	  nM).	  	  This	  data	  demonstrates	  the	  effectiveness	  of	  the	  C9-­‐NBD-­‐αT	  to	  respond	  and	  report	  perturbations	  in	  the	  αTTP	  binding	  pocket.60	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   After	  showing	  that	  C9-­‐NBD-­‐αT	  can	  bind	  specifically	  and	  reversibly	  to	  αTTP,	  additional	  studies	  were	  performed	  by	  Atkinson’s	  group	  that	  analyzed	  the	  transfer	  of	  the	  ligand	  from	  protein	  to	  a	  lipid	  bilayer.62	  	  More	  specifically,	  the	  association	  between	  the	  protein	  and	  the	  membrane	  for	  this	  ligand	  transfer	  were	  studied.	  	  There	  were	  two	  possible	  mechanisms	  by	  which	  ligand	  transfer	  could	  occur.	  	  In	  one	  scenario,	  αTTP	  could	  physically	  interact	  with	  the	  lipid	  bilayer	  and	  extract	  αT	  into	  the	  hydrophobic	  binding	  pocket.	  	  In	  this	  case,	  the	  rate	  of	  ligand	  binding	  would	  be	  dependent	  on	  the	  protein	  concentration.	  	  In	  the	  second	  plausible	  mechanism,	  αT	  may	  passively	  diffuse	  from	  the	  membrane,	  to	  the	  aqueous	  environment	  where	  αTTP	  would	  bind.	  	  This	  process	  would	  be	  rate	  limiting	  by	  the	  spontaneous	  ligand	  dissociation	  to	  the	  aqueous	  medium.62	  	  	  The	  task	  of	  deciphering	  between	  the	  two	  mechanisms	  was	  accomplished	  by	  the	  introduction	  of	  C9-­‐NBD-­‐αT	  bound	  to	  αTTP	  into	  sonicated	  phospholipid	  vesicles	  that	  contained	  a	  fluorescent	  phospholipid	  derivative.	  	  The	  phospholipid	  derivative	  was	  chosen	  to	  be	  a	  FRET	  acceptor	  of	  the	  emission	  of	  NBD.	  	  When	  the	  NBD-­‐aT	  is	  present	  in	  the	  TRITCE-­‐PE	  labeled	  membrane,	  fluorescence	  of	  NBD	  is	  quenched,	  and	  TRITCE-­‐PE	  fluorescence	  is	  increased.	  	  Addition	  of	  αTTP	  secretes	  NBD-­‐αT	  and	  as	  result,	  NBD	  fluorescence	  is	  restored.	  What	  was	  found	  was	  a	  direct	  dependence	  of	  protein	  (αTTP)	  concentration	  to	  the	  reaction	  rate.	  	  With	  5	  μM	  of	  αTTP,	  the	  rate	  was	  observed	  to	  be	  8.7	  ±	  0.4	  s,	  with	  a	  decrease	  to	  3.9	  ±	  0.2	  s	  when	  30	  μM	  of	  αTTP	  was	  present.	  	  As	  shown	  (Figure	  10),	  there	  is	  decrease	  in	  fluorescence	  between	  NBD-­‐tocopherol	  and	  TRITC-­‐PE	  lipids.	  	  Because	  the	  rate	  was	  dependent	  on	  αTTP	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concentration,	  it	  is	  concluded	  αTTP	  directly	  interacts	  with	  the	  membrane,	  binding	  αT.62	  	   	  
	  
Figure	  10.	  Time	  dependent	  change	  in	  fluorescence	  energy	  transfer	  between	  the	  lipid	  bilayer	  and	  NBD-­‐tocopherol.	  Fluorescence	  monitored	  at	  575	  nm,	  with	  excitation	  at	  466	  nm.62	  	  
	  
1.4.2 BODIPY	  Analogues	  
	   	  Despite	  the	  great	  utility	  of	  the	  NBD-­‐analogues,	  they	  are	  susceptible	  to	  photobleaching	  during	  prolonged	  exposure	  to	  the	  illumination	  used	  in	  confocal	  microscopy	  and	  time	  resolved	  in	  vitro	  FRET	  assays.	  	  To	  resolve	  this	  problem,	  an	  αT	  derivative	  containing	  a	  dipyrrometheneboron	  difluoride	  (BODIPY)	  fluorophore	  was	  established	  and	  published	  in	  2010	  (Figure	  11).63	  	  Unlike	  NBD,	  this	  BODIPY	  analogue	  is	  not	  as	  susceptible	  to	  photobleaching,	  and	  does	  not	  contain	  any	  polar	  functionality;	  preventing	  unfavorable	  binding	  in	  the	  hydrophobic	  pocket	  of	  αTTP.	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The	  polarity	  of	  the	  NBD	  fluorophore	  can	  accelerate	  fast	  intermembrane	  transfer	  of	  phospholipid	  derivatives	  (PC	  and	  PE	  lipids)64,	  and	  to	  disrupt	  the	  behavior	  of	  modified	  NBD-­‐acyl	  chains.	  	  Both	  these	  characteristics	  are	  undesired	  when	  dealing	  with	  αTTP,	  a	  protein	  designed	  to	  transfer	  hydrophobic	  compounds	  from	  one	  membrane	  to	  another.63	  	  Taking	  these	  properties	  into	  account,	  BODIPY-­‐αT	  was	  produced	  as	  a	  second-­‐generation	  derivative.	  	  
	  
Figure	  11.	  Chemical	  structure	  of	  BODIPY	  α-­‐tocopherol	  analogue	  	   	  Besides	  their	  non-­‐polar	  characteristic,	  BODIPY	  lipids	  were	  previously	  used	  because	  of	  the	  tremendous	  photostability,	  large	  extinction	  coefficient	  and	  high	  quantum	  yields	  (λex=	  507	  nm,	  λem=	  511nm,	  ε507=	  83,000	  M-­‐1cm-­‐1).63,65	  	  Additionally,	  the	  lipophilicity	  of	  BODIPY	  allows	  easy	  transfer	  through	  cell	  membranes.63,66	  	  For	  BODIPY-­‐αT	  to	  be	  of	  any	  utility,	  it	  must	  bind	  specifically	  and	  reversibly	  to	  αTTP.	  	  Varying	  chain	  lengths	  (C6-­‐8)	  were	  studied,	  and	  the	  C8	  chain	  was	  found	  to	  have	  the	  highest	  affinity	  to	  αTTP	  (Kd	  =	  94	  ±	  3	  nM).	  	  Similar	  to	  NBD-­‐αT-­‐analogues,	  competitive	  binding	  assays	  were	  studied,	  wherein	  it	  was	  shown	  that	  αT	  specifically	  competed	  for	  the	  BODIPY	  analogue	  in	  the	  binding	  pocket	  of	  αTTP.63	  	   In	  2016,	  Ghelifi	  et	  al.	  published	  an	  enhanced	  BODIPY-­‐αT	  analogue;	  one	  that	  combined	  the	  photostability	  of	  BODIPY	  with	  an	  extended	  chromophore	  that	  absorbed	  light	  at	  a	  longer	  wavelength	  (Figure	  12).67	  	  The	  combination	  of	  these	  two	  properties	  will	  allow	  better	  fluorescence	  tracking	  in	  tissues	  and	  cells.	  	  By	  increasing	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conjugation	  along	  the	  phytyl	  tail,	  the	  UV-­‐vis	  absorption	  was	  shifted	  to	  longer	  wavelengths	  (λex=	  571nm,	  λem=	  583	  nm)	  (Figure	  13).	  	  Even	  though	  the	  maximum	  fluorescence	  of	  this	  analogue	  was	  less	  than	  the	  original	  αT-­‐BODIPY	  when	  bound	  to	  αTTP	  (1/10th	  the	  fluorescence),	  the	  binding	  to	  αTTP	  was	  exceptional	  (Kd=	  8.7	  nM).67	  
	  
Figure	  12.	  Second	  generation	  BODIPY	  α-­‐tocopherol	  analogue	  	  	  
	  
Figure	  13.	  Excitation	  and	  emission	  spectra	  of	  the	  second	  generation	  BODIPY	  analogue	  	  	  	   The	  McA-­‐RH7777	  cell	  line	  was	  used	  to	  test	  ligand	  tracking	  by	  fluorescence	  microscopy.	  	  This	  cell	  line	  expresses	  the	  human	  αTTP	  gene	  by	  activation	  of	  the	  tetracyclin	  promoter	  through	  the	  addition	  of	  doxycycline.	  	  Without	  doxycline	  present,	  cells	  do	  not	  express	  αTTP	  and	  can	  be	  used	  as	  a	  control.	  	  When	  αTTP	  is	  present,	  there	  is	  an	  accompanying	  30%	  reduction	  in	  the	  cellular	  area	  of	  fluorescence	  of	  the	  BODIPY	  analogue,	  illustrating	  that	  this	  analogue	  can	  be	  used	  to	  study	  the	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secretion	  of	  the	  ligand	  from	  cultured	  cells	  when	  the	  transcription	  of	  αTTP	  is	  active.	  	  Equally	  as	  important,	  after	  20	  minutes	  of	  exposure,	  there	  was	  a	  lack	  of	  photobleaching.	  	  As	  comparison,	  C9-­‐NBD-­‐αT	  had	  a	  50%	  emission	  bleach	  during	  this	  time.67	  	  In	  the	  future,	  this	  BODIPY	  compound	  will	  be	  used	  in	  studies	  on	  the	  uptake	  and	  transport	  of	  αT	  in	  neurons.	  	  
1.4.3 α-­‐Tocohexaenol	  Analogue	  	  	   Despite	  all	  these	  useful	  fluorescent	  derivatives,	  the	  addition	  of	  any	  fluorescent	  probe	  may	  alter	  the	  overall	  properties	  of	  αT.	  	  A	  polyunsaturated	  analogue	  of	  αT	  lacking	  the	  bulky	  fluorophore,	  but	  keeping	  its	  fluorescence	  properties	  would	  mimic	  the	  natural	  form	  of	  αT	  to	  a	  greater	  extent.	  	  Additionally,	  the	  conjugation	  would	  allow	  the	  phytyl	  tail	  to	  be	  sensitive	  to	  oxidative	  stress	  that	  occurs	  in	  phospholipid	  membranes.	  	  The	  synthesis	  of	  α-­‐tocohexaenol	  (αT6)	  (Figure	  15)	  accomplished	  these	  characteristics.	  	  The	  concept	  of	  αT6	  was	  similar	  in	  many	  regards	  to	  a	  compound	  known	  as	  Fe-­‐AOX-­‐6	  (Figure	  15).68	  	  Fe-­‐AOX-­‐6	  was	  used	  for	  studying	  the	  inhibition	  of	  lipid	  peroxidation	  and	  ROS.68	  	  The	  only	  difference	  between	  αT6	  and	  Fe-­‐AOX-­‐6	  was	  the	  saturation	  on	  C9	  of	  the	  phytyl	  tail	  (Figure	  15).	  	  Fe-­‐AOX-­‐6	  had	  an	  absorption	  wavelength	  maximum	  ≈300nm,	  which	  overlaps	  with	  cellular	  chromophores.	  αT6’s	  fully	  conjugated	  carbon	  chain	  would	  resolve	  this	  issue.	  	  In	  ethanol,	  αT6’s	  observed	  absorption	  maximum	  occurs	  at	  368	  nm	  and	  its	  fluorescence	  emission	  maximum	  is	  at	  523	  nm	  (Figure	  
14).69	  	  These	  fluorescent	  characteristics	  do	  not	  interfere	  with	  other	  endogenous	  cellular	  components.	  	  It	  is	  noteworthy	  that	  αT6	  has	  a	  Kd	  of	  540	  ±	  35	  nM.	  	  This	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relatively	  high	  Kd	  (in	  comparison	  to	  natural	  αT’s	  kd	  of	  25	  ±	  2.8	  nM)28	  is	  probably	  a	  result	  of	  the	  rigidity	  of	  αT6	  phytyl	  tail.	  	  	    
	  
Figure	  14.	  αT6	  absorbance	  spectra	  in	  ethanol	  (blue)	  and	  hexane	  (green).	  	  
	  
Figure	  15.	  Chemical	  structures	  of	  αT6,	  a	  fluorescent	  derivative	  of	  α-­‐tocopherol	  and	  Fe-­‐AOX-­‐6,	  an	  inhibitor	  of	  lipid	  peroxidation.	  
When	  the	  side	  chain	  of	  αT6	  is	  exposed	  to	  peroxidative	  stress,	  peroxyl	  radicals	  add	  to	  the	  conjugated	  π-­‐system	  in	  a	  manner	  similar	  to	  what	  is	  thought	  to	  occur	  with	  β-­‐carotene.	  	  The	  disruption	  of	  conjugation	  results	  in	  a	  loss	  of	  fluorescence.	  	  In	  this	  respect,	  this	  αT	  analogue	  can	  act	  as	  an	  oxidatively	  sensitive	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membrane	  probe.	  	  Having	  a	  similar	  structure	  as	  αT	  would	  allow	  for	  accurate	  location	  and	  behavior	  as	  the	  natural	  form.	  	  More	  specifically,	  it	  could	  show	  ‘differential’	  loss	  of	  fluorescence	  to	  the	  regions	  in	  the	  membrane	  that	  are	  enduring	  greater	  oxidative	  stress.69	  	  	   Proof	  of	  concept	  was	  performed	  in	  in	  vitro	  studies.	  	  When	  placed	  in	  a	  soy	  PC	  vesicle	  and	  exposed	  to	  AMVN	  (2,4-­‐dimethylvaleronitrile,	  a	  radical	  initiator),	  the	  fluorescence	  decreased.	  	  α-­‐Tocohexaenol	  successfully	  acted	  as	  an	  in	  vitro	  peroxidatively	  sensitive	  membrane	  probe.	  	  When	  αT6	  and	  AMVN	  are	  present	  together,	  there	  was	  no	  lag	  phase	  in	  the	  loss	  of	  fluorescence.	  	  However,	  in	  the	  presence	  of	  excess	  αT,	  αT6	  competes	  with	  tocopherol	  and	  has	  a	  delayed	  loss	  of	  fluorescence.	  	  Because	  of	  these	  promising	  preliminary	  studies,	  αT6	  had	  plans	  to	  be	  used	  as	  a	  probe	  for	  the	  turnover	  of	  tocopherol	  at	  sites	  of	  high	  peroxidative	  activity.	  	  Unfortunately,	  the	  properties	  of	  this	  compound	  make	  it	  very	  sensitive	  to	  oxygen,	  light,	  acid,	  etc.	  	  It	  even	  rapidly	  degraded	  on	  storage	  at	  -­‐20˚C	  in	  the	  dark.	  	  Therefore,	  no	  further	  tests	  could	  be	  performed.69	  	  However,	  as	  presented	  in	  this	  thesis,	  synthesis	  of	  α-­‐tocopentaenol	  (αT5),	  a	  more	  stable	  compound	  that	  retains	  fluorescence,	  would	  allow	  us	  to	  use	  it	  as	  a	  peroxidatively	  sensitive	  probe	  in	  the	  future. 	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1.5. 	  	  	  Aims	  and	  Objectives	  	  	   The	  synthetic	  work	  of	  this	  thesis	  will	  focus	  on	  the	  investigation	  of	  the	  first	  synthesis	  of	  α-­‐tocopentaenol	  (αT5),	  a	  fluorescent	  analogue	  of	  αT	  (Figure	  16).	  	  Similar	  to	  Yongsheng	  Wangs	  work	  in	  producing	  αT6,	  I	  aim	  to	  produce	  a	  fluorescent	  oxidatively	  sensitive	  membrane	  probe	  that	  resembles	  natural	  αT.	  	  α-­‐Tocopentaenol	  lacks	  conjugation	  at	  the	  C1	  position	  on	  the	  carbon	  tail.	  	  By	  lessening	  the	  number	  of	  conjugated	  double	  bonds,	  we	  assume	  there	  will	  be	  an	  increase	  in	  stability.	  	  Removal	  of	  the	  C1′	  alkene	  will	  prevent	  delocalization	  of	  the	  phenoxyl	  radical	  to	  the	  phytyl	  tail.	  	  Moreover,	  the	  free	  rotation	  around	  this	  C1′-­‐C2′	  bond	  allows	  flexibility	  when	  binding	  to	  αTTP,	  in	  theory	  this	  might	  increase	  the	  affinity	  of	  αT5	  in	  comparison	  to	  αT6.	  	  
	  	  
Figure	  16.	  Target	  molecule:	  αT5	  ((R)-­‐2,5,7,8-­‐tetramethyl-­‐2-­‐((3E,5E,7E,9E)-­‐4,8,12-­‐trimethyltrideca-­‐3,5,7,9,11-­‐pentaen-­‐1-­‐yl)chroman-­‐6-­‐ol	  
	  	   As	  the	  goal	  is	  to	  prepare	  a	  molecule	  as	  a	  fluorescence	  probe	  of	  tocopherol	  biochemistry,	  a	  suitable	  analogue	  had	  to	  be	  synthesized	  with	  consideration	  of	  the	  following	  requirements:	  	   1) The	  analogue	  should	  mimic	  the	  structure	  of	  natural	  αT	  as	  much	  as	  possible	  2) The	  analogue	  should	  have	  suitable	  fluorescent	  characteristics	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   α-­‐Tocopentaenol	  meets	  these	  requirements	  and	  would	  have	  a	  λmax	  >	  300nm.	  	  According	  to	  Fieser-­‐Kuhn	  rules,	  the	  absorption	  wavelength	  of	  this	  compound	  is	  calculated	  to	  be	  337	  nm.70	  As	  shown	  (Figure	  17),	  when	  αT5	  is	  to	  be	  placed	  in	  a	  membrane,	  the	  orientation	  of	  the	  phytyl	  tail	  and	  chromanol	  ring	  will	  mimic	  that	  of	  the	  natural	  form	  of	  αT.	  	  This	  resemblance	  will	  allow	  us	  to	  accurately	  determine	  locations	  in	  the	  membrane	  where	  oxidative	  stress	  is	  high	  by	  usingin	  microscopy	  to	  record	  the	  areas	  of	  fluorescence	  loss.	  	  Additionally,	  because	  αT5	  lacks	  a	  bulky	  polar	  fluorophore,	  a	  more	  accurate	  behavior	  and	  location	  to	  αT	  can	  be	  determined.	  	  
	  	  
Figure	  17.	  Cartoon	  illustration	  of	  α-­‐tocopentaenol	  and	  α-­‐tocopherol	  in	  a	  phospholipid	  membrane.	  	  
OH
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2. Results	  and	  Discussion	  
2.1. Design	  of	  a	  Fluorescent	  Analogue	  of	  Vitamin	  E	  	   The	  overall	  synthetic	  approach	  has	  to	  start	  with	  a	  cheap,	  commercially	  accessible	  compound,	  or	  a	  compound	  that	  was	  in	  large	  quantities	  within	  our	  laboratory.	  	  For	  these	  reasons,	  (S)-­‐α-­‐Trolox®	  and	  natural	  α-­‐tocotrienol	  were	  used	  as	  starting	  materials	  (Figure	  18).	  	  Manipulations	  using	  (S)-­‐α-­‐Trolox®	  would	  require	  the	  complete	  synthesis	  of	  the	  phytyl	  tail,	  while	  having	  the	  chromanol	  ring	  already	  intact.	  	  Contrarily,	  α-­‐tocotrienol	  would	  keep	  the	  chromanol	  ring	  intact,	  but	  the	  break-­‐down	  of	  the	  phytyl	  tail	  would	  be	  necessary	  before	  synthesis	  of	  the	  new	  phytyl	  tail.	  	  Both	  (S)-­‐Trolox	  and	  α-­‐tocotrienol	  would	  also	  ensure	  correct	  (R)-­‐stereochemistry	  at	  the	  C2	  carbon	  on	  the	  pyran	  ring.	  	  	  
	  
Figure	  18.	  Retrosynthesis	  of	  αT5	  via	  α-­‐tocotrienol	  and	  (S)-­‐	  α-­‐Trolox®	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2.2. Synthesis	  of	  Intermediate	  (5)	  Through	  Zincke	  Aldehyde	  Formation	  
2.2.1 Preparation	  of	  (3)	  By	  Nucleophilic	  Attack	  of	  a	  Secondary	  Amine	  to	  the	  
Activated	  Pyridine	  
	   Initial	  plans	  for	  the	  synthesis	  began	  with	  3-­‐methyl	  pyridine.	  	  In	  this	  portion	  of	  the	  synthesis,	  the	  target	  molecule	  was	  a	  tributylstannyl	  unsaturated	  aldehyde	  (5)	  (Scheme	  1).	  	  This	  compound	  would	  be	  a	  key	  intermediate	  in	  a	  Stille	  reaction	  needed	  for	  chain	  elongation	  of	  the	  phytyl	  tail.	  	  
	  
Scheme	  1.	  Pathway	  following	  the	  Zincke	  aldehyde	  reaction,	  whereby	  an	  activated	  pyridine	  is	  prone	  to	  nucleophilic	  addition.	  The	  resulting	  unsaturated	  dimethyl	  amine	  can	  undergo	  substitution	  with	  lithium	  tributyltin	  to	  produce	  a	  key	  intermediate	  (5).	  
	   Early	  reaction	  conditions	  attempted	  followed	  those	  of	  the	  Zincke	  reaction.71	  	  Zincke	  aldehydes	  are	  prepared	  by	  a	  reaction	  involving	  an	  activated	  pyridium	  salt	  with	  two	  equivalents	  of	  a	  secondary	  amine.	  	  Through	  use	  of	  a	  secondary	  amine,	  the	  terminal	  iminum	  group	  is	  hydrolyzed	  under	  basic	  conditions	  to	  generate	  an	  aldehyde.71	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   In	  the	  first	  step,	  3-­‐methyl	  pyridine	  (1)	  is	  activated	  using	  2,4-­‐dinitrochloro-­‐benzene.	  	  The	  corresponding	  Zincke	  salt	  (2)	  is	  prone	  to	  nucleophilic	  addition.72	  	  In	  the	  case	  of	  unsymmetrical	  3-­‐methyl	  pyridium	  salt	  there	  are	  two	  possible	  locations	  for	  an	  attack	  (C2	  and	  C6).	  	  When	  a	  nucleophile	  such	  as	  HO-­‐	  is	  used,	  the	  hydroxide	  usually	  reacts	  at	  the	  C2	  position.	  	  However,	  in	  the	  case	  of	  a	  larger	  amine	  nucleophile,	  an	  exclusive	  attack	  occurs	  at	  the	  C6	  carbon.72	  	  These	  results	  are	  a	  result	  of	  the	  steric	  interactions	  with	  the	  pyridine-­‐3-­‐methyl	  substituent	  to	  the	  nucleophile.	  	  However,	  electronics	  effects	  of	  the	  pyridine-­‐3-­‐substituent	  have	  no	  affect	  on	  where	  the	  nucleophile	  will	  attack.	  	  Another	  explanation	  for	  regioselective	  nucleophilic	  addition	  may	  be	  because	  only	  one	  of	  the	  ring	  opening	  products	  is	  stable.72	  	   When	  (2)	  was	  allowed	  to	  react	  with	  an	  old	  sample	  of	  dimethyl	  amine	  (in	  THF),	  no	  reaction	  occurred	  despite	  repeated	  attempts.	  	  However,	  when	  a	  new	  bottle	  of	  a	  40%	  w/w	  dimethyl	  amine	  was	  reacted	  with	  the	  Zincke	  salt,	  (3)	  was	  cleanly	  generated	  in	  a	  72%	  yield.	  	  Similarly,	  the	  dibutylamine	  analogue	  can	  be	  produced	  in	  a	  55%	  yield.	  	  In	  both	  reactions,	  2,4-­‐dinitroaniline	  is	  made	  as	  a	  byproduct;	  column	  chromatography	  with	  hexane/EtOAc	  elutes	  compound	  (3)	  first,	  whereas	  DCM/hexane	  elutes	  2,4-­‐dintroaniline	  first.	  	  In	  the	  latter	  case,	  the	  nature	  (acidity,	  most	  likely)	  of	  the	  compound	  contributes	  strongly	  to	  the	  ‘cracking’	  the	  silica	  column	  prior	  to	  the	  elution	  of	  compound	  (3),	  resulting	  in	  very	  poor	  chromatographic	  separation.	  	  	   Zincke	  aldehyde	  (3),	  can	  be	  converted	  to	  the	  corresponding	  tributylstannyl	  unsaturated	  aldehyde	  by	  tributylstannyl	  lithium.73	  	  Zincke	  aldehydes	  are	  good	  electrophiles,	  and	  organo-­‐stannanes	  can	  add	  in	  a	  conjugated	  manner.	  	  	  However,	  to	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have	  dimethylamide	  anion	  act	  as	  a	  leaving	  group	  in	  such	  fashion	  is	  not	  typical.	  	  The	  loss	  of	  dimethylamine	  and	  production	  of	  the	  stannyl	  aldehyde	  is	  only	  possible	  in	  the	  presence	  of	  a	  quenching	  agent,	  such	  as	  acetyl	  chloride,	  AcCl.	  	  The	  reaction	  appears	  to	  proceed	  through	  a	  1,6-­‐stannyllithium	  addition	  to	  the	  aldehyde,	  then	  elimination	  of	  –NMe2	  which	  is	  rapidly	  quenched	  by	  AcCl	  or	  MeI.	  	  In	  the	  absence	  of	  a	  quenching	  agent,	  no	  product	  is	  observed.73	  	  	   	  
2.2.2 Preparation	  of	  the	  Unsaturated	  Stannyl	  Aldehdye	  (5)	  
	  	   The	  first	  attempt	  of	  producing	  the	  stannyl	  aldehyde	  (5)	  was	  performed	  by	  following	  exact	  methods	  mentioned	  in	  Vanderwal’s	  paper.73	  	  This	  attempt	  resembled	  the	  method	  written	  in	  the	  experimental,	  but	  with	  one	  vital	  change.	  	  In	  the	  original	  attempt,	  the	  addition	  of	  AcCl	  was	  done	  at	  room	  temperature.	  	  However,	  when	  the	  reaction	  was	  performed	  multiple	  times	  under	  such	  conditions,	  only	  trace	  amounts	  of	  product	  were	  ever	  observed.	  	  The	  unsaturated	  aldehyde	  seemed	  to	  polymerize	  or	  degrade,	  as	  evidenced	  by	  a	  low	  Rf	  spot	  on	  the	  TLC.	  	  After	  contacting	  Vanderwal,	  author	  of	  the	  paper	  that	  described	  this	  methodology,	  it	  was	  suggested	  that	  the	  best	  way	  to	  ensure	  reproducibility	  was	  to	  quench	  the	  reaction	  with	  acetyl	  chloride	  all	  at	  once.	  	  Furthermore,	  the	  reaction	  (including	  the	  work-­‐up)	  should	  be	  performed	  at	  -­‐20˚C.	  	  When	  the	  new	  reaction	  conditions	  were	  attempted,	  42%	  of	  (5)	  was	  isolated.	  	  Because	  of	  the	  aldehyde	  moiety,	  the	  compound	  is	  reasonably	  stable	  towards	  protodestannylation	  (a	  problem	  that	  plagues	  other	  stannyldienes)74	  and	  can	  be	  stored	  in	  the	  freezer	  for	  prolonged	  periods.	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2.3. (S)-­‐α-­‐Trolox®	  as	  Starting	  Material	  
2.3.1 Manipulation	  of	  (S)-­‐α	  Trolox	  	  	   (S)-­‐α–Trolox®	  (7)	  was	  used	  as	  the	  starting	  material	  for	  the	  second	  precursor.	  	  (S)-­‐α-­‐Trolox®	  is	  commercially	  available,	  but	  our	  batch	  was	  graciously	  donated	  by	  Thomas	  Netscher	  (DSM,	  Basel,	  CH).	  	  It	  should	  be	  noted:	  (S)-­‐α-­‐Trolox®	  is	  used	  to	  obtain	  (R)-­‐αT5,	  as	  the	  designation	  of	  the	  configuration	  at	  C2	  changes	  after	  alteration	  of	  the	  carboxylic	  acid	  moiety	  of	  Trolox®.	  	  
	  
Figure	  19.	  General	  overview	  of	  converting	  Trolox®	  to	  a	  one-­‐carbon	  aldehyde	  (10).	  	   Simple	  manipulations	  of	  the	  acid	  would	  ultimately	  produce	  an	  aldehyde	  (10)	  (Figure	  19).	  	  In	  order	  to	  obtain	  intermediate	  (10),	  one	  of	  two	  routes	  was	  chosen:	  esterification	  and	  reduction	  to	  an	  aldehyde,	  or	  complete	  reduction	  of	  the	  acid	  to	  an	  alcohol,	  and	  re-­‐oxidation	  to	  an	  aldehyde.	  The	  first	  reaction	  was	  an	  esterification	  of	  Trolox®	  using	  an	  excess	  of	  methanol.	  	  After	  a	  clean	  and	  easy	  esterification,	  protection	  of	  the	  C6	  phenol	  using	  tert-­‐butyldimethylsilyl	  chloride	  (TBSCl)	  was	  performed.	  After	  protection,	  partial	  reduction	  using	  DIBAL	  gave	  intermediate	  (10).	  	  It	  is	  worth	  noting	  that	  control	  of	  the	  temperature	  so	  as	  not	  to	  exceed	  -­‐60˚C	  is	  very	  important.	  	  At	  temperatures	  greater	  than	  -­‐60˚C,	  there	  is	  a	  risk	  of	  fully	  reducing	  the	  aldehyde	  to	  the	  corresponding	  alcohol.	  	  The	  production	  of	  this	  aldehyde	  group	  is	  necessary	  for	  further	  chain	  elongation	  steps.	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2.3.2 Chain	  Elongation	  of	  Compound	  (10)	  Via	  Wittig	  Reactions	  	   With	  compound	  (10)	  in	  hand,	  a	  Wittig	  reaction	  containing	  an	  unprotected	  alcohol	  present	  on	  the	  phosphonium	  salt	  (11)	  was	  performed	  in	  the	  hope	  of	  obtaining	  the	  unsaturated	  alcohol	  (12)	  (Scheme	  2).	  	  After	  the	  first	  attempt,	  and	  upon	  purification	  and	  isolation	  of	  the	  products,	  it	  was	  soon	  realized	  that	  this	  reaction	  had	  two	  competing	  reaction	  intermediates	  (Scheme	  3).	  	  Prior	  to	  the	  reaction,	  a	  literature	  review	  showed	  similar	  Wittig	  reactions	  containing	  an	  unprotected	  alcohol	  on	  the	  phosphonium	  salt	  (albeit	  none	  of	  two	  carbons	  in	  length)	  proceeded	  without	  difficulty.75	  	  The	  only	  stipulation	  was	  an	  excess	  (2.1	  eq)	  of	  base	  must	  be	  used.	  	  After	  purification	  it	  was	  apparent	  as	  to	  why	  the	  phosphonium	  salt	  (11)	  was	  not	  seen	  in	  literature.	  	  When	  the	  salt	  is	  two	  carbons	  in	  length,	  both	  alkoxides	  have	  an	  equal	  chance	  of	  reacting	  with	  the	  phosphorous	  (Scheme	  3).	  	  
	  
Scheme	  2.	  A)	  Esterification,	  protection	  and	  DIBAL	  reduction	  lead	  to	  compound	  (10).	  	  When	  phosphonium	  ylide	  (11)	  was	  used,	  competing	  pathways	  resulted	  in	  a	  reduction	  in	  yield	  of	  (12).	  B)	  Switching	  to	  an	  ester	  phosphonium	  ylide	  (13),	  lead	  to	  clean	  conversion	  to	  (14).	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Scheme	  3.	  Competing	  pathways	  of	  forming	  the	  P-­‐O	  bond	  with	  the	  use	  of	  this	  phosphonium	  ylide.	  
To	  avoid	  these	  competing	  reactions,	  the	  ester	  analogue	  of	  the	  phosphonium	  salt	  (13)	  was	  used.	  	  The	  first	  attempt	  was	  done	  with	  compound	  (10)	  and	  the	  corresponding	  2-­‐carbon	  ester	  phosphonium	  salt	  (13)	  in	  THF.	  	  After	  44	  hours	  of	  stirring,	  there	  was	  complete	  consumption	  of	  starting	  material.	  	  On	  a	  155	  mg	  scale,	  only	  15	  mg	  of	  (14)	  was	  isolated.	  	  However,	  45	  mg	  of	  (18)	  (Figure	  20)	  was	  isolated.	  	  During	  the	  formation	  of	  the	  phosphonium	  ylide,	  it	  was	  noted	  that	  the	  color	  was	  only	  a	  very	  pale	  yellow,	  as	  opposed	  to	  the	  original	  bright	  yellow/orange	  that	  many	  of	  the	  previous	  ylides	  exhibited.	  	  Repeating	  the	  procedure	  using	  the	  phosphonium	  ylide	  suspended	  in	  DMSO,	  and	  reduction	  of	  stirring	  to	  only	  4	  hours,	  cleanly	  produced	  (14)	  in	  an	  84%	  yield,	  with	  no	  (18)	  present.	  	  The	  geometry	  of	  the	  alkene	  was	  not	  examined	  as	  it	  was	  of	  no	  importance	  to	  us;	  later	  steps	  would	  reduce	  the	  alkene.	  
	  
Figure	  20.	  Product	  observed	  on	  first	  attempt	  at	  the	  Wittig	  reaction	  in	  scheme	  2B	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  Because	  an	  ester	  phosphonium	  salt	  had	  to	  be	  used	  in	  the	  prior	  step,	  an	  additional	  reduction	  step	  of	  the	  ester	  to	  the	  terminal	  alcohol	  had	  to	  be	  employed.	  	  The	  simplest	  route	  to	  achieve	  this	  was	  performed	  by	  the	  addition	  of	  a	  powerful	  reducing	  agent;	  lithium	  aluminum	  hydride	  (LAH).	  	  
	  
Scheme	  4.	  Four	  products	  obtained	  from	  the	  LAH	  reduction	  of	  (14).	  	  	   Four	  products	  were	  observed	  from	  the	  corresponding	  reduction	  (Scheme	  4).	  	  Compounds	  (20)	  and	  (21)	  were	  unexpected,	  as	  it	  was	  thought	  a	  strong	  reducing	  agent	  such	  as	  LAH	  would	  fully	  reduce	  the	  ester	  to	  an	  alcohol.	  	  If	  the	  reaction	  were	  to	  be	  repeated,	  longer	  reaction	  time	  or	  ensuring	  the	  use	  of	  purified	  LAH	  (recrystallize	  in	  diethyl	  ether)	  would	  resolve	  this	  issue.	  	  The	  other	  two	  compounds	  isolated,	  (12),	  and	  (19),	  are	  a	  result	  of	  two	  mechanistic	  options	  for	  the	  reduction	  of	  an	  α,	  β-­‐	  unsaturated	  carbonyl.	  	  Both	  1,2	  and	  1,4-­‐reduction	  may	  occur;	  1,4-­‐reduction	  leading	  to	  compound	  (19)	  and	  a	  1,2-­‐reduction	  leading	  to	  compound	  (12).	  	  	  
2.3.3 Hydrogenation	  vs	  Reduction	  and	  Oxidation	  	  	   At	  this	  point	  in	  the	  synthesis,	  decisions	  had	  to	  be	  made	  on	  a	  future	  protocol	  for	  creating	  the	  three-­‐carbon	  aldehyde.	  	  Two	  plausible	  routes	  would	  yield	  the	  same	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product.	  	  The	  first	  one	  was	  based	  on	  hydrogenation	  of	  (12)	  in	  hopes	  of	  yielding	  the	  aldehyde	  directly	  (Scheme	  5).	  	  Compounds	  that	  posses	  an	  α,	  β-­‐unsaturated	  alcohol	  have	  a	  tendency	  of	  directly	  isomerizing	  to	  the	  saturated	  aldehyde	  through	  the	  use	  of	  select	  catalysts.76	  	  The	  redox	  isomerization	  of	  allylic	  alcohols	  to	  aldehydes	  is	  a	  well-­‐designed	  shortcut	  to	  useful	  compounds.	  	  Various	  transition	  metal	  complexes	  act	  as	  viable	  catalysts:	  Rh,	  Ni,	  Ir,	  Mo,	  Co,	  Fe,	  Os,	  Pd,	  and	  Pt.	  	  In	  most	  cases,	  ruthenium	  and	  palladium	  are	  known	  to	  be	  the	  most	  efficient	  of	  the	  catalysts.76	  	  
	  
Scheme	  5.	  Isomerization	  of	  α,	  β-­‐unsaturated	  alcohol	  to	  the	  saturated	  aldehyde	  (21)	  
Through	  the	  use	  of	  titania	  supported	  palladium	  (Pd/TiO2)	  at	  303K	  and	  0.01	  MPa	  partial	  hydrogen	  pressure,	  α,	  β-­‐unsaturated	  alcohols	  have	  been	  observed	  to	  convert	  to	  the	  corresponding	  unsaturated	  aldehydes.77	  	  The	  catalytic	  activity	  and	  selectivity	  are	  dependent	  on	  both	  steric	  and	  electronic	  effects	  of	  the	  substrate.	  	  Higher	  yields	  (80%)	  of	  the	  corresponding	  aldehyde	  were	  obtained	  with	  smaller	  chain	  length	  alcohols	  such	  as	  2-­‐propen-­‐1-­‐ol.	  	  Once	  longer	  chain	  lengths	  are	  introduced,	  the	  yield	  decreases.	  	  This	  was	  proposed	  to	  be	  a	  consequence	  of	  steric	  effects	  crowding	  the	  olefinic	  bond.77	  	  	   The	  second	  possible	  route	  to	  obtain	  (21)	  would	  be	  based	  on	  the	  oxidization	  of	  the	  alcohol	  to	  the	  aldehyde,	  followed	  by	  hydrogenation	  to	  reduce	  the	  olefin.	  	  Both	  routes	  would	  produce	  the	  target	  intermediate	  and	  the	  only	  deciding	  factor	  would	  be	  which	  route	  provided	  the	  highest	  yield.	  	  However,	  neither	  attempts	  were	  tried,	  as	  it	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was	  during	  this	  point	  of	  the	  synthesis	  where	  a	  critical	  decision	  had	  to	  be	  made.	  	  Unfortunately,	  the	  amount	  of	  unsaturated	  alcohol/saturated	  alcohol	  (Scheme	  4)	  in	  storage	  would	  not	  have	  been	  enough	  to	  continue	  through	  the	  full	  synthesis.	  	  Furthermore,	  all	  the	  (S)-­‐Trolox®	  in	  our	  possession	  had	  been	  consumed.	  	  Granted,	  production	  of	  pure	  (S)-­‐Trolox®	  is	  possible	  through	  multiple	  microwave	  reactions78	  (Scheme	  6),	  but	  the	  method	  is	  inefficient	  and	  time	  consuming.	  	  Additionally,	  multiple	  manipulations	  including	  the	  resolution	  of	  racemic	  Trolox®	  is	  needed,	  whereby	  the	  highest	  yield	  obtained	  in	  our	  hands	  was	  30%.79	  	  Trolox®	  is	  commercially	  available,	  but	  the	  cost	  ($285/5g	  of	  racemate	  is	  prohibitive	  at	  the	  scale	  we	  wished	  to	  work	  on).	  
	  
Scheme	  6.	  Microwave	  reaction	  of	  trimethylhydroquinone	  (20),	  methyl	  methacrylate	  (21),	  and	  formaldehyde	  (22)	  to	  produce	  racemic	  (8).	  Resolution	  of	  racemic	  Trolox®	  results	  in	  a	  30%	  yield	  of	  the	  pure	  (S)-­‐Trolox®	  methylbenzylamine	  salt	  (23).	  
	   It	  is	  worth	  noting	  that	  these	  microwave	  reactions	  could	  only	  be	  performed	  on	  a	  one-­‐gram	  scale.	  	  It	  was	  after	  multiple	  microwave	  reactions,	  synthesizing	  more	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than	  10	  g	  of	  racemic	  Trolox®	  when	  the	  question	  arose	  whether	  it	  would	  be	  preferable	  and	  possible	  to	  cleave	  α-­‐tocotrienol	  (αT3),	  directly	  producing	  (21)	  (Figure	  21).	  	  If	  possible,	  intermediate	  (21)	  could	  be	  formed	  in	  a	  one-­‐step	  process	  with	  correct	  stereochemistry	  at	  the	  C2	  position	  of	  the	  pyran	  ring.	  	  Because,	  only	  natural	  tocopherols/tocotrienols	  are	  sold	  in	  a	  mixture	  of	  palm	  oil,	  the	  correct	  (R)-­‐configuration	  would	  already	  be	  present	  in	  the	  molecule.	  	  As	  a	  promising	  option,	  this	  route	  was	  further	  explored.	  	  
2.4. Olefin	  Cleavage	  of	  α-­‐Tocotrienol	  	   All	  natural	  forms	  of	  vitamin	  E	  used	  in	  this	  synthesis	  were	  obtained	  from	  a	  commercial	  palm	  kernel	  oil	  product	  TOCOMIN®.	  	  This	  mixture	  of	  tocopherol/tocotrienols	  contained	  predominately	  γ,	  α,	  and	  δ-­‐	  tocopherols/	  tocotrienols.	  	  Column	  chromatography	  was	  used	  to	  separate	  and	  purify	  these	  compounds.	  	  The	  compounds	  isolated	  after	  purification	  contained	  identical	  mass	  spectra	  and	  1H-­‐	  and	  13C-­‐NMR	  as	  those	  previously	  reported.80	  	  Gradient	  column	  chromatography	  with	  1-­‐5%	  EtOAc	  in	  hexanes	  was	  used	  during	  the	  separation.	  	  From	  the	  mixture,	  concerning	  tocotrienols,	  approximately	  10%	  was	  α-­‐tocotrienol,	  20%	  γ-­‐tocotrienol,	  and	  5%	  δ-­‐tocotrienol.	   	  Originally,	  the	  biggest	  downfall	  of	  this	  route	  is	  the	  isolation	  of	  pure	  αT3.	  	  The	  mixture	  of	  palm	  oil	  available	  to	  us	  consists	  of	  approximately	  10%	  αT3.	  	  To	  make	  matters	  worse,	  all	  available	  forms	  of	  vitamin	  E	  have	  very	  similar	  Rf	  values	  and	  separation	  via	  column	  chromatography	  would	  be	  difficult.	  	  Therefore,	  in	  order	  to	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obtain	  a	  sufficient	  amount	  of	  αT3	  to	  be	  used	  as	  a	  starting	  material,	  multiple	  columns	  must	  be	  performed.	  	  
	  
Figure	  21.	  Oxidative	  cleave	  of	  αT3	  would	  result	  in	  the	  three-­‐carbon	  intermediate	  needed	  for	  chain	  elongation,	  and	  could	  be	  performed	  in	  a	  one-­‐step	  reaction.	  
	  
	  
Figure	  22.	  Various	  methods	  to	  oxidatively	  cleave	  an	  olefin;	  181,	  282,	  383,	  484	  
After	  the	  necessary	  amount	  of	  αT3	  was	  isolated,	  it	  was	  protected	  with	  TBSCl.	  	  There	  are	  many	  known	  ways	  of	  cleaving	  olefins,	  and	  oxidizing	  them	  to	  the	  corresponding	  aldehydes81,82,83,84	  (Figure	  22).	  	  The	  Lemieux-­‐Johnson	  oxidative	  cleavage	  of	  double	  bonds	  was	  discovered	  by	  R.U.	  Lemieux,	  and	  W.	  S.	  Johnson	  in	  1956.85	  	  This	  two-­‐step	  reaction	  occurs	  in	  the	  presence	  of	  osmium	  tetroxide	  and	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sodium	  periodate.85	  	  In	  the	  first	  step	  the	  alkene	  undergoes	  dihydroxylation	  by	  osmium	  tetroxide,	  followed	  by	  the	  oxidative	  cleavage	  with	  periodate	  (Scheme	  7).	  	  The	  use	  of	  excess	  sodium	  periodate	  regenerates	  the	  osmium	  (VIII)	  species,	  allowing	  osmium	  tetroxide	  to	  be	  used	  in	  catalytic	  amounts.	  	  
	  
Scheme	  7.	  Lemieux	  Johnson	  Oxidation	  of	  an	  olefin	  
	   The	  original	  Lemieux-­‐Johnson	  reaction	  has	  a	  tendency	  of	  producing	  many	  unwanted	  side	  products,	  resulting	  in	  difficult	  purification	  and	  lower	  yields.86	  	  These	  characteristics	  combined	  with	  the	  high	  toxicity	  of	  osmium	  tetroxide	  diminished	  the	  attractiveness	  of	  this	  approach.	  	  Similar	  results	  of	  the	  Lemieux-­‐Johnson	  oxidation	  can	  be	  achieved	  through	  the	  process	  of	  ozonolysis.	  	  Ozonolysis	  oxidatively	  cleaves	  unsaturated	  bonds	  into	  the	  corresponding	  carbonyl	  groups.87	  	  Unlike	  the	  Lemieux-­‐Johnson	  oxidation	  where	  the	  reaction	  concludes	  at	  an	  aldehyde,	  ozonolysis	  allows	  for	  diversity	  whereby,	  depending	  on	  the	  work-­‐up,	  alcohols,	  aldehydes,	  ketones	  or	  carboxylic	  acids	  can	  be	  synthesized.	  	  The	  overall	  reaction	  occurs	  in	  a	  short	  time-­‐span	  (2-­‐5	  min)	  and	  avoids	  the	  use	  of	  carcinogenic	  compounds	  like	  OsO4.	  	  	  
2.4.1 Ozonolysis	  of	  TBSO-­‐αT3	  	  	   Ozonolysis	  was	  therefore	  the	  first	  reaction	  attempted	  in	  cleaving	  αT3.	  	  For	  a	  typical	  reaction,	  ozone	  is	  bubbled	  with	  substrate	  in	  a	  solution	  of	  DCM	  or	  MeOH	  at	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-­‐78˚C.	  	  When	  the	  reaction	  turns	  a	  blue	  (DCM)	  or	  grey	  (MeOH)	  color,	  the	  reaction	  is	  saturated	  with	  ozone,	  and	  the	  reaction	  has	  gone	  to	  completion-­‐-­‐	  producing	  the	  ozonide	  intermediate.84	  	  After	  such	  time,	  a	  reductive	  work-­‐up	  is	  required.	  	  In	  our	  case,	  triphenylphosphine	  or	  dimethyl	  sulfide	  was	  used	  to	  produce	  the	  corresponding	  aldehyde.	  	  Sodium	  borohydride	  could	  be	  used	  to	  make	  an	  alcohol,	  and	  hydrogen	  peroxide,	  the	  carboxylic	  acid.	  	  	   Using	  αT3	  as	  the	  substrate,	  ozonolysis	  was	  performed	  multiple	  times	  in	  an	  attempt	  to	  synthesize	  the	  corresponding	  aldehyde.	  	  In	  theory,	  three	  different	  products	  should	  be	  created	  in	  this	  reaction:	  the	  three-­‐carbon	  aldehyde	  connected	  to	  the	  chromanol	  ring	  (21),	  acetone	  (28),	  and	  2	  molecules	  of	  4-­‐oxopentanal	  (29)	  (Figure	  23).	  	  All	  attempts	  were	  done	  in	  DCM	  or	  DCM/MeOH	  mixture.	  	  Both	  solutions	  turned	  their	  corresponding	  blue/violet	  color	  after	  ≈	  2	  minutes	  of	  ozone	  bubbling	  through	  (-­‐78˚C).	  	  After	  which,	  PPh3	  or	  Me2S	  was	  added	  and	  the	  mixture	  was	  allowed	  to	  warm	  up	  to	  room	  temperature	  and	  stir	  overnight.	  	  All	  attempts	  produced	  what	  appeared	  to	  be	  a	  streak	  of	  degraded	  compound	  near	  the	  bottom	  of	  the	  TLC	  plate;	  no	  (21)	  was	  observed.	  	  Degradation	  was	  likely	  a	  result	  of	  using	  too	  high	  a	  concentration	  of	  ozone	  in	  the	  solution.	  	  After	  ozone	  cleaved	  the	  alkenes	  on	  αT3,	  the	  chromanol	  ring	  would	  be	  prone	  to	  oxidative	  cleavage.88	  	  If	  this	  reaction	  were	  to	  be	  performed	  again,	  one	  would	  have	  to	  calculate	  the	  concentration	  at	  which	  αT3	  should	  be	  dissolved	  in	  solution,	  allowing	  ozone	  to	  react	  with	  the	  phytyl	  tail	  olefins	  and	  stopping	  the	  reaction	  after	  such	  time.	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Figure	  23.	  Expected	  products	  from	  an	  oxidative	  cleavage	  of	  αT3:	  a	  three-­‐carbon	  aldehyde	  (21),	  acetone	  (28),	  and	  4-­‐oxopentanal	  (29).	  Due	  to	  the	  low	  boiling	  points	  of	  (28)	  and	  (29),	  those	  products	  were	  not	  isolated	  during	  purification.	  
2.4.2 RuCl3	  Oxidative	  Cleavage	  of	  αT3	  	   After	  failure	  to	  produce	  (21)	  through	  ozonolysis,	  a	  variant	  of	  the	  Lemieux-­‐Johnson	  oxidation	  was	  attempted.83	  	  For	  safety	  considerations	  significant	  attention	  has	  been	  placed	  on	  finding	  alternative	  routes	  to	  oxidative	  cleavage	  of	  olefins.	  	  One	  such	  method	  used	  ruthenium	  trichloride	  to	  convert	  double	  bonds	  to	  aldehydes.83	  	  In	  Yang’s	  paper,	  various	  olefins	  were	  exposed	  to	  ruthenium	  trichloride;	  many	  of	  which	  were	  aliphatic	  olefins.	  	  According	  to	  the	  paper,	  substrates	  containing	  only	  a	  single	  aliphatic	  olefin	  produced	  their	  corresponding	  aldehyde	  in	  yields	  between	  50-­‐80%	  with	  reaction	  times	  ranging	  from	  0.7-­‐3.5	  hours.	  	  However,	  the	  sole	  example	  of	  a	  compound	  containing	  two	  double	  bonds,	  when	  exposed	  to	  ruthenium	  trichloride,	  yielded	  only	  38%	  of	  the	  corresponding	  product.	  	  In	  this	  latter	  example,	  twice	  the	  amount	  (or	  4	  eq)	  of	  periodate	  was	  needed.	  	  In	  the	  case	  of	  α-­‐tocotrienol,	  it	  contains	  three	  double	  bonds,	  and	  therefore	  there	  was	  doubt	  on	  how	  clean	  the	  reaction	  would	  proceed.	  	  In	  any	  case,	  an	  attempt	  was	  made	  using	  identical	  conditions	  recorded	  in	  the	  paper.83	  	  Rather	  unsurprisingly,	  no	  (21)	  was	  observed.	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2.4.3 OsO4	  Oxidative	  Cleavage	  of	  αT3	  (Lemieux-­‐Johnson	  Oxidation)	  	  	   As	  we	  had	  no	  success	  with	  ozonolysis	  and	  RuCl3,	  we	  returned	  to	  using	  osmium	  tetroxide	  (Table	  1).	  	  Knowing	  that	  typical	  osmium	  cleavage	  resulted	  in	  lower	  yields,	  an	  alternative	  procedure	  was	  used.86	  	  The	  only	  difference	  in	  comparison	  to	  typical	  reaction	  conditions	  was	  the	  addition	  of	  2,6-­‐lutidine.	  	  Without	  2,6-­‐lutidine,	  their	  reaction	  medium	  was	  found	  to	  be	  pH	  2.	  	  By	  buffering	  the	  reaction	  media	  with	  various	  bases	  (where	  2,6-­‐lutidine	  was	  found	  to	  be	  superior),	  yields	  increased	  from	  40-­‐60%	  to	  80-­‐90%.	  	  It	  appeared	  that	  this	  base	  suppressed	  side	  reactions	  and	  accelerated	  the	  rate	  of	  formation	  of	  the	  desired	  compound.86	  	   	  
Table	  1.	  Screening	  results	  for	  the	  oxidative	  cleavage	  of	  αT3	  under	  various	  conditions	  
	   OsO4	   NaIO4	   	   2,6-­‐lutidine	   Yield	  of	  (18)	  	   	   	   	   	  	   6	  mol	  %	   11	  eq	   	   6	  eq	   54%	  	   	   	   	   	  	   4	  mol	  %	   6	  eq	   	   6	  eq	   42%	  	   	   	   	   	  	   4	  mol	  %	   11	  eq	   	   6	  eq	   50%	  	   As	  shown	  (Table	  1),	  the	  best	  results	  were	  obtained	  when	  11	  equivalents	  of	  periodate	  was	  used.	  	  The	  osmium	  catalyst	  amount	  was	  lowered	  from	  6	  to	  4	  mol	  %	  with	  no	  significant	  decrease	  in	  the	  yield.	  	  	   After	  screening	  for	  the	  best	  reaction	  conditions	  with	  pure	  αT3,	  a	  mixture	  of	  both	  αT3	  and	  αT	  were	  run	  under	  same	  conditions.	  	  In	  theory,	  αT	  should	  not	  be	  affected	  during	  this	  reaction,	  and	  separation	  of	  (21)	  from	  αT	  would	  be	  immensely	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easier	  than	  separation	  of	  αT3	  from	  αT.	  	  As	  predicted,	  yields	  were	  maintained	  and	  TBSO-­‐αT	  was	  easily	  separated	  from	  (21).	  
2.5. Production	  of	  an	  (E)-­‐Vinyl	  Halide	  
2.5.1 Synthesis	  of	  Compound	  (30)	  using	  diethyl	  (1-­‐iodoethyl)phosphonate	  
	   	  	   With	  compound	  (21)	  in	  hand,	  the	  next	  step	  was	  to	  produce	  compound	  (30),	  having	  the	  vinylic	  iodine	  with	  correct	  (E)-­‐geometry	  (Figure	  24).	  	  The	  original	  plan	  was	  to	  find	  a	  Wittig-­‐like	  reaction	  that	  could	  directly	  make	  this	  compound.	  	  Unfortunately,	  typical	  Wittig	  reactions	  for	  producing	  similar	  structures	  favour	  the	  (Z)-­‐isomer.89	  	  (E)-­‐alkenes	  can	  be	  made	  through	  the	  Horner-­‐Wadsworth-­‐Emmons	  modification,	  but	  product	  formation	  would	  result	  in	  an	  ester	  moiety	  (where	  in	  our	  case,	  an	  iodo	  moiety	  is	  needed).90,91	  
	  
Figure	  24.	  Target	  intermediate,	  with	  the	  vinyl	  halide	  having	  (E)-­‐geometry	  
	   The	  first	  thought	  was	  to	  produce	  a	  Wittig	  reagent	  (31)	  as	  shown	  (Scheme	  8).	  	  By	  using	  such	  a	  reagent,	  the	  vinylic	  halide	  (30)	  could	  be	  directly	  obtained.89	  	  Unfortunately,	  the	  use	  of	  the	  phosphonium	  ylide	  leads	  to	  a	  strong	  preference	  for	  the	  (Z)-­‐iodoalkene	  and	  results	  in	  modest	  yields	  (30-­‐40%).89,92	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Scheme	  8.	  Use	  of	  phosphonium	  ylide	  (27)	  would	  obtain	  compound	  (26)	  with	  the	  unwanted	  geomtry.	  
	   We	  also	  considered	  the	  possibility	  of	  producing	  (32).93	  	  As	  opposed	  to	  the	  triphenylphosphine	  salt	  (31),	  which	  produces	  an	  unstabilized	  ylid,	  (32)	  contains	  a	  phosphonate	  group	  (Figure	  25),	  which,	  being	  more	  electron	  withdrawing,	  should	  lead	  to	  a	  more	  stable	  ylide	  intermediate.	  	  If	  this	  is	  true,	  then	  (E)-­‐(30)	  could	  possibly	  be	  produced	  in	  a	  single	  reaction	  step.	  	  However,	  there	  was	  the	  concern	  that	  there	  was	  no	  prior	  report	  of	  a	  Wittig	  reaction	  with	  such	  a	  reagent.	  	  Phosphonate	  (32)	  was	  made	  in	  a	  useful	  44%	  yield.	  	  Only	  a	  single	  attempt	  at	  a	  Wittig	  reaction	  with	  (21)	  was	  performed	  with	  (32).	  	  After	  consumption	  of	  the	  starting	  material,	  the	  TLC	  had	  a	  bottom	  spot	  (streak),	  with	  no	  sign	  of	  (30).	  	  As	  this	  was	  not	  a	  promising	  result,	  further	  attempts	  at	  this	  reaction	  were	  placed	  on	  hold.	  	  
	  
Figure	  25.	  Representation	  of	  diethyl	  (1-­‐iodoethyl)phosphonate	  
	   One	  of	  the	  few	  other	  approaches	  to	  direct	  formation	  of	  (30)	  is	  through	  the	  Schlosser	  modification	  of	  the	  Wittig	  reaction	  (Scheme	  9).	  	  In	  1966,	  Schlosser	  and	  Christmann	  discovered	  that	  the	  erythro-­‐betaine	  can	  be	  converted	  into	  the	  threo	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betaine	  by	  the	  addition	  of	  phenyllithium	  at	  low	  temperatures.94	  	  Upon	  acidic	  work-­‐up,	  the	  desired	  (E)-­‐alkene	  is	  formed.	  	  
	  
Scheme	  9.	  Schlosser	  Modification	  of	  the	  Wittig	  reaction.	  (E)-­‐geometry	  is	  produced	  when	  R2≠	  methyl/Hydrogen.	  As	  a	  result,	  this	  method	  could	  not	  be	  used.	  
	   Given	  the	  ongoing	  challenge	  of	  developing	  simple	  approaches	  to	  the	  stereocontrolled	  synthesis	  of	  trisubstituted	  alkenes,	  and	  the	  importance	  of	  iodoolefins	  as	  precursors,	  screening	  of	  various	  organometallic	  intermediates	  of	  the	  Schlosser	  modification	  was	  studied.95	  	  	  Under	  the	  conditions	  shown	  in	  Scheme	  9,	  high	  geometrical	  integrity	  was	  retained	  in	  production	  of	  (E)-­‐alkenes.	  	  Iodination	  of	  the	  β-­‐oxido	  ylides	  resulted	  in	  high	  geometrical	  purity	  and	  yields	  only	  when	  R2≠	  methyl.	  	  The	  stereoselective	  outcome	  is	  highly	  sensitive	  to	  the	  size	  of	  the	  alkyl	  moiety.	  	  Increasing	  chain	  lengths	  result	  in	  higher	  selectivity,	  and	  only	  when	  a	  methyl	  group	  is	  not	  present	  is	  the	  (E)-­‐geometry	  obtained.95	  	  With	  a	  methyl	  group,	  there	  is	  a	  significant	  preference	  towards	  (Z)-­‐iodoolefin.95	  	  
2.5.2 New	  Approach:	  Corey-­‐Fuchs	  Modification	  	  	   As	  noted	  in	  the	  previous	  section,	  it	  is	  problematic	  when,	  as	  in	  our	  case,	  a	  methyl	  group	  was	  wanted	  at	  the	  C4’	  position	  of	  the	  phytyl	  tail.	  	  Because	  the	  incorporation	  of	  the	  selective	  (E)-­‐iodination	  across	  a	  double	  bond	  in	  a	  single	  step	  was	  unsuccessful	  with	  a	  methyl	  group95,	  this	  procedure	  was	  never	  even	  attempted.	  	  
PPh3+ R2
H R1
O
LiBr then
PhLi
LiO
R1
R2
PPh3+
I2
R1
I
R2
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Multiple	  manipulations	  would	  be	  required	  to	  obtain	  the	  target	  intermediate.	  	  The	  new	  route	  would	  follow	  a	  Corey-­‐Fuchs	  modification,	  whereby	  an	  aldehyde	  is	  converted	  to	  an	  alkyne	  via	  a	  one-­‐carbon	  extension	  (Scheme	  10).96	  	  This	  modification	  requires	  a	  two-­‐step	  process.	  	  The	  first	  step	  is	  similar	  to	  a	  Wittig	  reaction	  (producing	  a	  dibromoalkene	  (33)).	  	  This	  step	  requires	  at	  least	  2	  equivalents	  of	  triphenylphosphine	  to	  be	  used.	  	  One	  equivalent	  is	  responsible	  for	  forming	  the	  ylide,	  and	  the	  second	  equivalent	  is	  both	  a	  reducing	  agent	  and	  a	  bromine	  scavenger.	  	  In	  the	  second	  step,	  treatment	  of	  the	  dibromoalkene	  with	  a	  lithium	  base	  creates	  a	  bromoalkyne	  species	  via	  dehydrohalogenation	  where	  a	  metal-­‐halogen	  exchange	  yields	  the	  alkyne	  product.	  	  If	  methyl	  iodide	  is	  used	  prior	  to	  aqueous	  work	  up,	  one	  can	  generate	  an	  internal	  alkyne	  (34).	  	  However,	  in	  the	  absence	  of	  an	  electrophilic	  reactant,	  a	  terminal	  alkyne	  will	  be	  generated.96	  	  	  
	  
Scheme	  10.	  Corey–Fuchs	  modification	  for	  the	  production	  of	  an	  internal	  alkyne	  (34).	  
O
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O
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Br
(21)
1. CBr4 (2 eq),
PPh3 (4 eq), 10˚C,
30 min
2. (1), -5˚C, 45 mins
(33)
O
TBSO
(34)
79%
92%
1. n-BuLi (2.2 eq), -78˚C, 30 min. Warm
to 0˚C for 45 mins.
2. MeI (4 eq), -78˚C, 20 hrs
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   Alkyne	  (34)	  would	  allow	  for	  extra	  flexibility	  for	  establishing	  the	  (E)-­‐iodoolefin.	  	  One	  way	  to	  accomplish	  this	  is	  through	  the	  use	  of	  Schwartz	  reagent	  (ZrCp2HCl).97	  	  The	  first	  report	  of	  ZrCp2HCl	  was	  in	  1970	  where	  Wailes	  hydrozirconated	  alkenes/alkynes.98	  	  Four	  years	  later,	  Schwartz	  and	  co-­‐workers	  reacted	  the	  zirconocene	  species	  with	  inorganic	  electrophiles.97	  	  	  
2.5.3 Hydrozirconation:	  Schwartz	  Reagent	  	  	   One	  well-­‐known	  application	  in	  organozirconium	  chemistry	  is	  in	  the	  synthesis	  of	  (E)-­‐vinyl	  halides	  via	  the	  use	  of	  Schwartz	  reagent	  and	  halogenation.99	  	  Schwartz	  reagent	  is	  a	  zirconocene	  complex,	  ZrCp2HCl,	  having	  16	  d-­‐electrons	  and	  one	  empty	  valence	  shell	  for	  coordination.	  As	  a	  result,	  during	  hydrozirconation,	  the	  π-­‐bond	  of	  the	  olefin	  initiates	  interaction	  with	  the	  zirconium	  empty	  orbital.	  	  π-­‐Backbonding	  is	  not	  possible	  as	  the	  complex	  does	  not	  have	  d	  electrons.97,100	  	   Stereospecific	  cis-­‐hydrometalation	  happens	  with	  high	  regioselectivity	  with	  respect	  to	  the	  least	  sterically	  hindered	  vinylzirconium	  species.	  	  Extra	  equivalents	  of	  Schwartz	  regent	  increase	  the	  regioselectivity	  via	  the	  development	  of	  a	  dimetalated	  alkyl	  intermediate	  which	  undergoes	  β-­‐hydride	  elimination	  at	  the	  more	  sterically	  encumbered	  position.100,101,99	  	  	   Premade	  Schwartz	  reagent	  was	  purchased	  from	  Sigma	  Aldrich	  for	  this	  hydrozirconation	  reaction.	  	  When	  the	  reactants	  were	  stirred	  in	  THF	  for	  an	  hour	  at	  50˚C,	  using	  an	  excess	  of	  Schwartz	  reagent	  (2.6	  eq),	  a	  7:1	  mixture	  in	  favor	  of	  (E)-­‐iodoolefin	  was	  obtained	  (albeit	  in	  a	  25%	  yield).	  	  Increasing	  the	  reaction	  time	  (3	  h),	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and	  temperature	  (60˚C)	  yielded	  30%	  of	  product.	  	  Altering	  the	  stoichiometry	  (2-­‐4	  eq)	  did	  not	  have	  any	  effect	  on	  the	  yield	  nor	  the	  E/Z	  product	  ratio.	  	  	   A	  period	  of	  time	  had	  passed	  (≈	  month)	  when	  the	  same	  reaction	  was	  attempted	  using	  the	  same	  batch	  of	  Schwartz	  reagent.	  	  The	  fully	  reduced	  alkene	  was	  the	  only	  product	  observed	  and,	  regrettably,	  it	  has	  the	  same	  Rf	  value	  as	  the	  iodo-­‐alkene.	  	  Any	  change	  in	  methods	  such	  as:	  solvent	  (DCM),	  equivalencies	  (1.8-­‐4),	  temperature	  (room	  temperature,	  40˚C,	  60˚C),	  reaction	  times	  (1-­‐8	  hours),	  and	  re-­‐sublimation	  of	  iodine,	  all	  resulted	  in	  the	  same	  over-­‐reduced	  product	  (35)	  (Figure	  
26).	  	  Even	  though	  the	  Schwartz	  reagent	  was	  stored	  in	  a	  glove	  box,	  it	  was	  presumed	  that	  the	  reagent	  had	  gone	  bad	  over	  time,	  as	  it	  has	  been	  noted	  to	  have	  a	  very	  short	  shelf-­‐life	  (20	  days	  under	  N2).99,102	  	  
	  
Figure	  26.	  Reduced	  alkene	  obtained	  via	  hydrozirconation	  of	  alkyne	  (34)	  
	   The	  most	  plausible	  method	  to	  remediate	  this	  problem	  was	  to	  generate	  the	  Schwartz	  reagent	  in	  situ	  (Scheme	  11).	  	  The	  in	  situ	  method	  requires	  a	  reduction	  of	  ZrCp2Cl2	  using	  a	  hydride	  source	  (LiAlH4,	  Red-­‐Al,	  LiEt3BH,	  etc.).103,104	  	  When	  choosing	  the	  hydride	  source,	  one	  has	  to	  be	  careful	  not	  to	  choose	  a	  reagent	  that	  could	  result	  in	  over-­‐reducing	  the	  zirconium	  species	  to	  ZrCp2H2.	  	  For	  such	  reasons	  LAH	  is	  not	  recommended	  because	  it	  is	  difficult	  to	  control	  the	  extent	  of	  reduction.	  	  The	  use	  of	  Red-­‐Al	  restricts	  over-­‐reduction,	  but	  the	  by-­‐product	  NaCl	  contaminates	  the	  reaction	  mixture,	  inhibiting	  hydrozirconation.99	  	  
TBSO
O
(35)
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   In	  our	  case,	  LiAlH(Ot-­‐Bu)3	  was	  used	  as	  a	  means	  to	  prevent	  any	  unwanted	  reactions	  to	  occur.	  	  LiAlH(Ot-­‐Bu)3	  only	  has	  one	  hydride	  to	  donate	  and	  over-­‐reduction	  should	  be	  prevented.	  	  The	  procedure	  followed	  was	  a	  one-­‐pot,	  three-­‐component	  process	  with	  short	  reaction	  times.102	  	  As	  opposed	  to	  prior	  reaction	  conditions	  that	  needed	  to	  be	  performed	  at	  -­‐78˚C,105	  these	  reactions	  were	  done	  at	  room	  temperature.	  	  Only	  four	  substrates	  were	  screened	  in	  the	  original	  reference,	  all	  of	  which	  generated	  their	  corresponding	  (E)-­‐iodoolefins	  in	  90%+	  yields.102	  	  	   ZrCp2Cl2	  (1.4	  eq)	  and	  (34)	  were	  dissolved	  in	  dry	  THF.	  	  At	  room	  temperature,	  LiAlH(Ot-­‐Bu)3	  (1.4	  eq)	  was	  added	  all	  at	  once.	  	  This	  solution	  was	  allowed	  to	  stir	  for	  15	  min.	  After	  this	  time,	  I2	  was	  added	  at	  room	  temperature	  and	  the	  mixture	  was	  allowed	  to	  stir	  for	  an	  additional	  15	  min.	  	  Upon	  work-­‐up	  and	  isolation,	  there	  was	  an	  approximately	  2:1	  mixture	  of	  E	  to	  Z	  (30),	  approximately	  15%	  of	  the	  fully	  reduced	  (35),	  and	  6%	  of	  the	  regioisomer	  R-­‐30,	  all	  of	  which	  appeared	  at	  the	  same	  Rf.	  	  The	  equivalents	  of	  LiAlH(Ot-­‐Bu)3	  were	  increased	  to	  2.4	  eq	  and	  ZrCp2Cl2	  to	  2.4	  eq	  in	  an	  attempt	  to	  increase	  the	  E/Z	  ratio,	  but	  to	  no	  avail.	  	  To	  ensure	  that	  no	  excess	  hydride	  source	  was	  present	  in	  solution,	  0.1	  eq	  less	  of	  LiAlH(Ot-­‐Bu)3	  was	  used,	  and	  LiAlH(Ot-­‐Bu)3	  	  was	  added	  dropwise	  at	  0˚C;	  this	  did	  result	  in	  a	  lower	  amount	  of	  	  (35)	  to	  around	  6%,	  and	  an	  overall	  61%	  yield	  of	  the	  inseparable	  compounds.	  	  The	  2:1	  mixture	  of	  isomers	  was	  carried	  on	  in	  hopes	  that	  future	  steps	  would	  allow	  either:	  i)	  conversion	  of	  the	  Z-­‐	  to	  the	  E-­‐isomer,	  or	  ii)	  separation	  of	  isomers	  through	  column	  chromatography	  or	  HPLC.	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Scheme	  11.	  In	  situ	  synthesis	  of	  Schwartz	  reagent	  during	  the	  reaction	  produced	  a	  mixture	  of	  three	  compounds,	  viewed	  as	  a	  single	  spot	  on	  TLC.	  
	  
2.6. Stille	  Coupling	  of	  Compounds	  (25)	  and	  (5)	  	  	   The	  next	  step	  in	  the	  synthesis	  was	  a	  Stille	  coupling	  of	  (36)	  and	  (5)	  (Scheme	  
12).	  	  The	  Stille	  reaction	  is	  a	  cross-­‐coupling	  reaction	  between	  organic	  electrophiles	  and	  organostannes.106,107	  	  This	  reaction	  constitutes	  a	  versatile	  way	  to	  form	  C-­‐C	  bonds	  between	  stannanes	  and	  halides.107	  	  The	  first	  examples	  of	  coupling	  were	  witnessed	  by	  Eaborn108	  and	  Kosugi-­‐Migita109	  in	  1976-­‐77	  (which	  actually	  preceded	  Stille),	  but	  the	  valuable	  mechanistic	  studies	  and	  synthetic	  work	  accomplished	  by	  Stille	  merit	  that	  the	  reaction	  be	  in	  his	  name.	  	  Multiple	  conditions	  were	  attempted	  for	  this	  reaction	  (Table	  2).	  The	  optimum	  yield	  obtained	  was	  70%.	  	  It	  was	  also	  at	  this	  stage,	  where	  the	  regioisomer,	  could	  be	  separated	  from	  the	  geometric	  isomers	  (36)	  via	  column	  chromatography.	  	  
O
TBSO
(34)
1. ZrCp2HCl (1.8 eq),
LiAlH(Ot-Bu)3 (1.7 eq) 0˚C, 
15 min
2. I2, 0˚C, 15 mins
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O
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Scheme	  12.	  Optimized	  Stille	  coupling	  conditons	  between	  vinyl	  halide	  (26)	  and	  (5).	  
	   The	  use	  of	  copper	  (I)	  salts	  have	  been	  widely	  used	  as	  co-­‐catalysts	  in	  Stille	  couplings	  because	  of	  their	  beneficial	  effects	  of	  increasing	  yields.	  	  It	  has	  been	  proposed	  that	  copper	  salts	  act	  as	  free	  neutral	  ligand	  scavengers,	  which	  otherwise	  would	  cause	  autoretardation	  of	  the	  rate-­‐determining	  associative	  transmetalation.106,110	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
O
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I
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Pd[P(Ph)3]4 (5 mol %), Cu(I)I (15 mol %),
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Table	  2.	  Various	  Stille	  reaction	  conditions	  with	  the	  corresponding	  yields	  in	  the	  synthesis	  of	  (32)	  Reaction	  #	   Reagents	   Time	   Temperature	   Yield	  	   	   	   	   	  1	  	   Bis(triphenylphosphine)	  palladium	  (II)	  dichloride	  (6	  mol%)	  Et3N	  1.4	  eq	  (5)	  1.45	  eq	  (36)	  1	  eq	  DMF	  	  
22	  hrs	  	   40˚C	  	   32%	  
	  2	   	  Tetrakis	  triphenyphosphine	  Pd	  (0)	  5	  mol	  %	  CsF	  2	  eq	  Cu(I)I	  10	  mol	  %	  (5)	  1.4	  eq	  (36)	  1	  eq	  DMF	  
	  3	  hrs	   	  45˚C	   	  23%	  
	   	   	   	   	  3	   Tetrakis	  triphenyphosphine	  Pd	  (0)	  5	  mol	  %	  Cu(I)I	  0.8	  eq	  (5)	  1.33	  eq	  (36)	  1	  eq	  DMF	  
15	  hrs	   50˚C	   53%	  
	  4	   	  Tetrakis	  triphenyphosphine	  Pd	  (0)	  6	  mol	  %	  Cu(I)I	  1.5	  eq	  (5)	  1.4	  eq	  (36)	  1	  eq	  DMF	  
	  4	  hrs	   	  50˚C	   	  33%	  
	   	   	   	   	  5	   Tetrakis	  triphenyphosphine	  Pd	  (0)	  5	  mol	  %	  Cu(I)I	  15	  mol	  %	  (5)	  1.45	  eq	  (36)	  1	  eq	  DMF	  
19	  hrs	   50˚C	   70%	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   In	  an	  attempt	  to	  separate	  the	  different	  triene	  products,	  we	  tried	  using	  silver	  nitrate	  impregnated	  TLC	  plates.	  	  Unfortunately,	  in	  most	  cases,	  separation	  of	  geometric	  isomers	  on	  silica	  gel	  is	  either	  very	  difficult,	  or	  not	  possible.	  	  One	  of	  the	  methods	  which	  has	  been	  successful	  in	  achieving	  this	  separation	  uses	  silver	  nitrate	  impregnated	  silica.	  	  The	  term	  “argentation”	  is	  used	  to	  describe	  the	  phenomenon	  whereby	  silver	  ions	  form	  complexes	  with	  cis	  double	  bonds,	  to	  a	  greater	  extent	  than	  the	  trans.	  	  In	  these	  cases,	  the	  separation	  of	  cis/trans	  isomers	  depends	  on	  how	  well	  the	  π-­‐electrons	  in	  the	  alkene	  isomers	  interact	  with	  the	  silver	  ions.	  	  This	  interaction	  is	  dependent	  on	  the	  number,	  geometry,	  an	  position	  of	  the	  olefins.111	  	  	   Examples	  of	  argentation	  in	  separating	  mixtures	  have	  been	  recently	  demonstrated	  by	  Kramer.112	  	  Trans-­‐monounsaturated,	  cis-­‐monounsaturated,	  and	  
cis-­‐/trans-­‐conjugated	  diene	  fatty	  acids	  were	  separated	  on	  5%	  impregnated	  silver	  nitrate	  TLC	  plates.	  	  The	  plates	  were	  washed	  with	  a	  50:50	  methanol/chloroform	  mixture,	  activated	  at	  110˚C	  for	  1	  hour,	  impregnated	  with	  the	  5%	  silver	  nitrate	  solution	  in	  acetonitrile,	  and	  activated	  again.112	  	  In	  my	  attempt,	  TLC	  plates	  were	  impregnated	  with	  a	  10%	  silver	  nitrate	  solution	  (H2O),	  activated	  in	  the	  oven	  for	  1	  hour	  at	  100˚C	  and	  after	  sample	  spotting	  and	  developing	  the	  plate,	  were	  viewed	  under	  UV.	  	  No	  separation	  of	  cis-­‐/trans-­‐	  isomers	  was	  observed.	  	  	   The	  mixture	  of	  cis-­‐/trans-­‐(36)	  was	  carried	  on	  through	  the	  final	  Wittig	  reaction	  (Scheme	  13).	  	  Similarly	  to	  the	  rest	  of	  the	  phytyl	  tail,	  a	  trans-­‐geometry	  was	  required.	  	  The	  stereochemistry	  of	  the	  Wittig	  reaction	  for	  olefination	  of	  aldehydes	  is	  reliant	  on	  the	  type	  of	  phosphonium	  salt	  used	  and	  the	  exact	  reaction	  conditions	  employed.	  	  Non-­‐stabilized	  ylides	  will	  typically	  generate	  (Z)-­‐alkenes,	  whereas	  the	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corresponding	  stabilized	  ylides	  produce	  (E)-­‐olefins	  (Figure	  27).	  	  These	  outcomes	  are	  the	  case	  regardless	  of	  the	  type	  of	  substituents	  on	  the	  phosphorous.113	  	  
	  
Figure	  27.	  Top:	  Non-­‐stabilized	  ylides	  favour	  (Z)-­‐olefins,	  whereas	  stabilized	  ylides	  favour	  (E)-­‐olefins	  (bottom).	  
	   With	  a	  non-­‐stabilized	  ylide,	  the	  1,3-­‐interactions	  are	  reduced	  by	  ‘puckering’	  of	  the	  four-­‐membered	  ring.	  	  As	  a	  result,	  there	  is	  a	  smaller	  1,2-­‐interactions	  (gauche)	  between	  the	  R	  substituent	  of	  the	  ylide,	  and	  the	  R’	  of	  the	  aldehyde.	  	  Additionally,	  there	  is	  less	  eclipsing	  strain	  between	  the	  R	  substituent	  and	  the	  phenyl	  substituents	  on	  the	  phosphorous;	  favoring	  the	  (Z)-­‐configuration.114	  	   In	  the	  case	  of	  the	  stabilized	  ylide,	  there	  is	  an	  increase	  in	  the	  P-­‐O	  bonding	  in	  the	  later	  transition	  state,	  which	  favours	  a	  planar	  four-­‐centered	  geometry.	  	  Because	  phosphorous	  is	  almost	  a	  trigonal	  bipyramidal	  geometry,	  there	  is	  less	  1,3-­‐interactions,	  and	  1,2-­‐interactions	  are	  the	  controlling	  factor.	  	  For	  the	  trans	  process,	  the	  thermodynamic	  advantage	  is	  present	  in	  the	  product-­‐like	  transition	  state,	  and	  the	  (E)-­‐configuration	  predominates.113,114	  	  	  	   As	  recorded	  in	  1988,	  the	  olefination	  of	  non-­‐bulky	  aldehydes	  with	  allylic	  tributylphosphonium	  ylides	  resulted	  in	  products	  with	  high	  E-­‐selectivity.115	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However,	  in	  these	  reactions	  the	  steric	  effects	  of	  the	  aldehyde	  and	  ylide	  have	  vital	  effects	  on	  the	  outcome	  of	  the	  geometry.	  	  With	  tributylphosphonium	  ylides,	  E-­‐olefins	  were	  predominately	  the	  product	  when	  n-­‐BuLi	  was	  present	  in	  the	  reaction	  mixture.	  	  Additionally,	  the	  use	  of	  lithium	  salt	  was	  required	  for	  better	  yields.	  	  When	  t-­‐BuOK	  was	  used,	  yields	  diminished.	  	  The	  reactions	  with	  tributylphosphonium	  ylides	  favor	  the	  more	  stable	  planar	  transition	  state,	  owing	  to	  the	  large	  decrease	  in	  1,3-­‐interactions	  between	  the	  phosphorous	  ligands	  and	  R2.115	  	   In	  Wang’s	  synthesis	  of	  αT6,	  the	  same	  phosphonium	  salt	  was	  used	  on	  an	  almost	  identical	  intermediate.	  	  The	  recorded	  yield	  of	  that	  reaction	  was	  88%.	  	  However,	  when	  the	  reaction	  was	  attempted	  on	  my	  intermediate,	  only	  a	  26%	  yield	  of	  (38)	  was	  observed	  (Scheme	  13).	  	  Confused	  as	  to	  why	  the	  drastic	  decrease	  in	  yield,	  further	  investigation	  into	  Wang’s	  procedure	  discovered	  the	  actual	  yield	  was	  45%	  (not	  88%).	  	  Wang’s	  products	  appeared	  to	  be	  an	  11:1	  E:Z	  inseparable	  mixture	  (in	  favor	  of	  the	  E-­‐isomer).	  	  Unfortunately,	  because	  of	  the	  2:1	  mixture	  of	  geometric	  isomers	  of	  the	  precursor	  (30),	  and	  limited	  amount	  of	  material	  in	  hand,	  the	  geometry	  of	  the	  Wittig	  reaction	  appeared	  to	  be	  trans,	  but	  the	  cis	  product	  may	  have	  been	  present	  in	  trace	  amounts	  in	  overlapping	  peaks	  in	  the	  H-­‐NMR,	  and	  as	  a	  result	  the	  geometric	  purity	  was	  not	  able	  to	  be	  determined.	  	  
	  
Scheme	  13.	  Wittig	  reaction	  between	  (36)	  and	  	  phosphonium	  salt	  (37)	  produced	  TBSO-­‐	  αT6	  in	  a	  26%	  yield.	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2.7. Final	  Attempts	  at	  Correcting	  the	  C3’/C4’	  Geometry	  
2.7.1 Takai	  Olefination	  	  	   As	  we	  were	  unable	  to	  overcome	  the	  selectivity	  in	  the	  trans/cis	  geometry	  at	  the	  C3′	  position	  on	  the	  phytyl	  tail,	  an	  additional	  approach	  was	  suggested.	  	  It’s	  known	  that	  the	  methyl	  groups	  on	  the	  phytyl	  tail	  are	  unnecessary	  for	  binding	  to	  αTTP.7,116	  	  With	  this	  knowledge,	  the	  omission	  of	  the	  methyl	  group	  on	  the	  C4′	  position	  would	  allow	  additional	  reactions	  to	  be	  attempted	  that	  were	  previously	  incompatible	  (Figure	  28),	  one	  of	  which	  was	  the	  Takai	  olefination	  of	  aldehydes.	  
	  
Figure	  28.	  Removal	  of	  the	  methyl	  group	  at	  C4’	  position	  would	  allow	  for	  a	  different	  pathway	  in	  attempts	  of	  obtaining	  (E)-­‐geometry	  across	  that	  bond.	  The	  omission	  of	  the	  methyl	  group	  would	  not	  affect	  the	  binding	  to	  αTTP.	  
	  	   The	  Takai	  olefination	  describes	  a	  reaction	  where	  an	  aldehyde	  is	  converted	  to	  an	  alkene.117	  This	  reaction	  was	  reported	  in	  a	  1986	  publication,	  where	  benzaldehyde	  and	  an	  organochromium	  complex	  was	  created	  from	  a	  haloform	  and	  an	  excess	  of	  chromium	  (II)	  chloride;	  producing	  a	  vinyl	  halide	  with	  (E)-­‐selectivity	  (Figure	  29).117	  	  
	  
Figure	  29.	  Typical	  reaction	  conditions	  used	  in	  the	  Takai	  Olefination.	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   Shown	  in	  Figure	  30	  is	  the	  mechanism	  proposed	  by	  Takai.	  	  Chromium	  (II)	  chloride	  is	  oxidized	  to	  chromium	  (III)	  after	  substitution	  of	  two	  of	  the	  iodine	  atoms.	  The	  resulting	  geminal	  carbodianion	  acts	  as	  a	  nucleophile,	  reacting	  with	  the	  aldehyde	  in	  a	  1,2-­‐	  addition.	  	  After	  addition,	  an	  anti-­‐elimination	  of	  both	  chromium	  (III)	  groups	  produces	  the	  vinyl	  halide	  product.118	  
	  
Figure	  30.	  The	  reaction	  mechanism	  proposed	  by	  Takai.	  Chromium	  (II)	  is	  oxidized	  to	  chromium	  (III)	  after	  substitution	  of	  both	  iodine	  atoms.	  The	  geminal	  carbodianion	  acts	  as	  a	  nucleophile	  on	  the	  aldehyde.	  Following	  elimination	  of	  both	  chromium-­‐bearing	  groups,	  the	  vinyl	  halide	  is	  formed. 
	   The	  Takai	  olefination	  was	  performed	  on	  the	  Trolox-­‐aldehyde	  (19)	  obtained	  from	  the	  Lemieux-­‐Johnson	  oxidation.	  	  Iodoform	  (2	  eq)	  and	  CrCl2	  (6	  eq)	  were	  mixed	  together	  in	  a	  glove	  box	  (to	  ensure	  no	  prior	  oxidation	  of	  chromium	  took	  place).	  	  THF	  was	  added	  and	  the	  solution	  was	  allowed	  to	  stir	  at	  0˚C	  whereupon	  aldehyde	  (21)	  was	  added	  slowly	  drop-­‐wise.	  	  After	  2	  hours	  there	  was	  a	  complete	  conversion	  of	  starting	  material.	  	  After	  purification,	  it	  was	  found	  that	  the	  reaction	  had	  produced	  a	  vinylic	  halide	  (40)	  in	  a	  69%	  yield,	  but	  the	  selectivity	  was	  only	  a	  2.4:1	  mixture	  in	  favor	  of	  the	  
trans	  (Scheme	  14).	  
I
C
H
I
I CrII
I
C
H
CrIII
I
CrIII
C
H
CrIII
I
CrII
R H
O
C
CrIII
CH
O CrIII
RI
H
C
CI
H
R
H
	   62	  
	  
Scheme	  14.	  Reaction	  conditions	  used	  for	  the	  Takai	  olefination.	  	  
2.7.2 Potassium	  Azodicarboxylate	  (PAD)	  Reduction	  	  	   As	  the	  Takai	  selectivity	  was	  unsatisfactory,	  a	  final	  attempt	  to	  remedy	  this	  problem	  was	  attempted.	  	  Decarboxylation	  of	  potassium	  azodicarboxylate	  (PAD)	  (41)	  produces	  diimide	  (H2N=NH2).	  	  Diimide	  reductions	  of	  alkenes	  and	  alkynes	  occur	  in	  a	  syn	  addition	  of	  dihydrogen.119	  	  There	  are	  numerous	  examples	  in	  the	  literature	  where	  the	  diimide	  selectively	  reduces	  less	  substituted	  double	  bonds.119–123	  	  However,	  there	  were	  no	  examples	  of	  PAD	  selectively	  reducing	  one	  geometric	  isomer	  over	  another.	  	  It	  was	  hoped	  that	  the	  steric	  hinderance	  of	  the	  iodine	  atom	  and	  alkenyl	  carbon,	  in	  the	  trans-­‐isomer,	  would	  be	  enough	  to	  have	  PAD	  selectively	  reduce	  the	  cis-­‐isomer	  (40)	  (Scheme	  15).	  	  If	  this	  were	  to	  be	  the	  case,	  addition	  of	  pyridine	  to	  the	  iodoalkane	  (42)	  product	  would	  produce	  a	  quaternary	  salt	  that	  could	  be	  removed	  from	  the	  reaction	  mixture.	  	  Similarly,	  if	  un-­‐separated,	  only	  the	  vinylic	  iodine	  (40)	  would	  react	  in	  the	  subsequent	  Stille	  coupling,	  leaving	  the	  reduced	  iodoalkane	  (42)	  unreacted.	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Scheme	  15.	  Thought	  process	  for	  using	  PAD	  as	  a	  reductant	  on	  the	  olefin.	  In	  the	  trans-­‐scenario	  (top),	  the	  steric	  hinderance	  was	  hoped	  to	  be	  enough	  to	  prevent	  PAD	  from	  reducing	  it.	  However,	  with	  the	  cis-­‐geometry,	  PAD	  would	  have	  easy	  access	  to	  the	  olefin,	  reducing	  it	  selectively,	  or	  at	  least	  first.	  However,	  this	  was	  not	  the	  case.	  Both	  cis	  and	  trans	  reduced	  equally	  with	  no	  discrimination.	  
	  	   Unfortunately,	  there	  was	  no	  selective	  reduction	  of	  the	  cis-­‐isomer,	  as	  seen	  by	  the	  1H-­‐NMR	  (with	  the	  allylic	  proton	  of	  the	  trans-­‐isomer	  integrated	  for	  1,	  to	  show	  the	  ratio	  before	  and	  after	  PAD	  reduction	  of	  the	  cis)	  (Figure	  31),	  (Figure	  32),	  and	  (Figure	  33).	  	  There	  was	  an	  overall	  30%	  reduction	  to	  the	  iodoalkane	  (42),	  but	  with	  no	  discrimination	  between	  the	  cis/trans	  isomers.	  The	  non-­‐selective	  reduction	  may	  be	  a	  result	  of	  the	  trans-­‐olefin	  not	  being	  sterically	  hindered.	  Further	  research	  showed	  di-­‐substituted	  trans-­‐olefins	  can	  be	  reduced	  by	  PAD,	  whereas	  trisubstituted	  are	  very	  sluggish.124	  
	  
Figure	  31.	  Highlighting	  H1	  and	  H2	  in	  both	  the	  cis	  and	  trans-­‐	  olefins.	  See	  Figure	  29	  and	  30	  for	  
1HNMR	  analysis	  before	  and	  after	  PAD	  reduction.	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Figure	  32.	  1HNMR	  of	  an	  inseparable	  mixture	  of	  (E)	  and	  (Z)-­‐40	  before	  PAD	  reduction	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Figure	  33.	  1HNMR	  of	  an	  inseparable	  mixture	  of	  (E)	  and	  (Z)-­‐40	  after	  PAD	  reduction	  	  	   Additional	  suggestions	  were	  proposed.	  Unfortunately,	  many	  would	  generate	  the	  wrong	  geometry	  (Z-­‐isomer).	  	  One	  suggestion	  was	  the	  reduction	  of	  a	  propargylic	  alcohol,	  as	  used	  by	  Corey	  in	  his	  juvenille	  hormone	  synthesis	  (Figure	  34).125	  	  Even	  though	  juvenile	  hormones	  are	  all	  trans-­‐isomers	  in	  nature,	  the	  LAH	  reduction	  and	  quenching	  of	  the	  propargylic	  alcohol	  results	  in	  cis-­‐addition	  of	  the	  iodine.	  	  Only	  upon	  cuprate	  exchange	  with	  an	  ethyl	  substituent	  does	  the	  olefin	  switch	  to	  trans.125	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Figure	  34.	  Corey’s	  method	  of	  producing	  (Z)-­‐specific	  olefins	  from	  propargylic	  alcohols.	  Only	  after	  substitution	  of	  iodine,	  is	  the	  trans-­‐geometry	  instilled.	  
None-­‐the-­‐less,	  TBSO-­‐αT5	  (38)	  was	  produced	  as	  an	  unknown	  mixture	  of	  geometrical	  isomers.	  	  The	  batch	  of	  TBSO-­‐αT5	  (6	  mg)	  is	  currently	  being	  stored	  at	  	  	  	  	  	  	  	  	  -­‐78˚C.	  The	  final	  step	  is	  deprotection	  of	  the	  TBSO-­‐group	  using	  TBAF.	  	  TBSO-­‐αT5	  has	  a	  maximum	  absorption	  at	  338	  nm	  and	  has	  an	  absorption	  coefficient	  of	  33,070	  M-­‐1	  cm1	  in	  ethanol	  (Figure	  35).	  	  	  
	  
Figure	  35.	  UV-­‐Vis	  absorption	  of	  TBSO-­‐αT5	  in	  ethanol	  (concentration	  9.07	  μM).	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2.9. Stability	  of	  αT5	  
Conjugated	  polyenes	  such	  as	  lycopene	  are	  known	  to	  be	  susceptible	  to	  high	  temperatures,	  air	  oxidation,	  and	  light.126	  	  To	  confirm	  the	  success	  of	  the	  design	  of	  αT5	  the	  oxidative	  stability	  of	  this	  compound	  and	  αT6	  should	  be	  compared.	  	  Similar	  to	  αT6,	  TBSO-­‐αT5	  is	  very	  sensitive	  to	  acidic	  conditions.	  	  This	  was	  seen	  on	  two	  accounts,	  when	  in	  contact	  with	  non-­‐deactivated	  silica,	  a	  bottom	  spot	  is	  observed.	  	  Similarly,	  when	  in	  contact	  with	  deuterated	  chloroform	  that	  hasn’t	  been	  deactivated,	  degradation	  is	  also	  seen.	  	  During	  isomerization	  experiments	  with	  catalytic	  (4	  mol	  %)	  of	  I2,	  it	  was	  found	  that	  TBSO-­‐αT5	  will	  degrade	  in	  under	  30	  minutes	  when	  exposed	  to	  sunlight.	  	  No	  oxidative	  studies	  were	  performed	  by	  bubbling	  oxygen	  into	  a	  solution	  containing	  αT5,	  as	  it	  is	  almost	  certain	  to	  degrade	  the	  compound.	  	  Promising	  results	  were	  seen	  after	  TBSO-­‐αT5	  was	  stored	  in	  the	  -­‐78˚C	  freezer,	  under	  N2	  for	  a	  month,	  and	  TLC	  indicated	  almost	  all	  the	  compound	  remained	  intact.	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3. Conclusions	  and	  Future	  Work	  
Additional	  attempts	  at	  correcting	  the	  C3’	  geometry	  will	  be	  attempted	  after	  the	  defense	  (Figure	  36).	  	  The	  route	  of	  primary	  interest	  is	  the	  hydrostannylation	  of	  an	  alkyne.127–129	  	  For	  example,	  one	  article	  demonstrated	  the	  utility	  of	  hydrostannylation	  of	  an	  internal	  alkyne.129	  	  In	  Asano’s	  article,	  conversion	  of	  an	  internal	  methyl	  alkyne	  to	  the	  corresponding	  vinyl	  iodide	  under	  standard	  conditions	  failed;	  giving	  poor	  yields.	  	  These	  conditions	  included	  radical-­‐mediated	  hydrostannylation/iodination,	  palladium-­‐catalyzed	  hydrostannylation/iodination,	  and	  hydrozirconation/	  iodination.	  	  However,	  using	  Semmelhacks	  conditions	  (n-­‐Bu3SnH,	  Pd(OAc)2	  and	  PCy3	  in	  hexane)	  furnished	  the	  corresponding	  (E)-­‐vinyl	  stannane	  (58%	  yield),	  which	  would	  then	  go	  on	  to	  react	  with	  iodine	  (84%	  yield).	  	  	  	  
	  
Figure	  36.	  Future	  attempts	  at	  establishing	  correct	  (E)-­‐geometry	  across	  the	  C3’	  bond	  using	  hydrostannylation	  methods	  
O
TBSO
1. Bu3SnH, Pd(PPh3)2Cl2, THF
                     OR
2. Bu3SnH, Pd(OAc)2, PCy3, Hexane
                     OR
3. Bu3SnH, n-BuLi, CuCN, MeOH/THF
O
TBSO
SnBu3
  I2
THF
O
TBSO
I
	   69	  
The	  synthesis	  of	  TBSO-­‐αT5	  (38),	  a	  fluorescent	  analogue	  of	  α-­‐tocopherol,	  has	  been	  successfully	  completed	  (albeit	  in	  a	  2:1	  E:Z	  mixture	  of	  the	  C3’	  bond).	  Compound	  (38)	  Has	  a	  maximum	  absorption	  at	  338	  nm.	  	  The	  fluorescence	  emission	  is	  expected	  to	  be	  ≈	  500	  nm;	  as	  a	  result,	  should	  not	  interfere	  with	  endogenous	  protein	  fluorophores	  such	  as	  tryptophan.	  	  The	  stability	  of	  this	  compound	  seems	  to	  exceed	  that	  of	  αT6,	  if	  stored	  in	  the	  dark,	  under	  N2,	  at	  -­‐78˚C.	  	  When	  bioassays	  are	  pursued,	  the	  new	  molecule	  will	  most	  likely	  not	  show	  similar	  affinity	  to	  αTTP	  as	  natural	  αT	  because	  of	  the	  increased	  rigidity	  of	  the	  phytyl	  tail.	  	  However,	  the	  lack	  of	  conjugation	  on	  the	  phytyl	  tail	  in	  connection	  to	  the	  chromanol	  ring	  may	  increase	  affinity	  in	  comparison	  to	  αT6	  which	  has	  a	  Kd	  =	  540	  ±	  35	  nM.69	  However,	  this	  analogue	  maintains	  a	  high	  structural	  similarity	  to	  α-­‐tocopherol	  in	  comparison	  to	  many	  previously	  synthesized	  α-­‐tocopherol	  fluorophores.	  	  	   Just	  as	  αT6	  retained	  much	  of	  αT	  similarity,	  and	  was	  susceptible	  to	  oxidative	  stress	  resulting	  in	  loss	  of	  fluorescence,	  we	  suspect	  αT5	  to	  also	  be	  susceptible.	  	  The	  absorption	  of	  αT6	  decreased	  at	  368	  nm,	  evidence	  to	  the	  consumption	  of	  the	  compound.	  	  α-­‐Tocopentaenol	  should	  also	  show	  a	  decrease	  in	  fluorescence	  when	  exposed	  to	  peroxidative	  stress.	  	  Atkinson’s	  group	  will	  perform	  the	  binding	  assay	  of	  αT5	  to	  αTTP	  to	  determine	  the	  dissociation	  constant	  of	  this	  derivative.	  	  However,	  for	  the	  fluorescence	  assays,	  αT5	  will	  have	  to	  be	  sent	  off	  to	  our	  collaborator,	  Dr.	  Danny	  Manor,	  in	  the	  near	  future.	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4. Experimental	  	  	   All	  reagents	  were	  purchased	  from	  Sigma-­‐Aldrich	  Chemical	  Co.,	  Oakville,	  Ontario.	  All	  glassware	  was	  dried	  in	  an	  oven	  of	  100˚C	  overnight	  or	  flame-­‐dried.	  Cooling	  baths	  were	  prepared	  with	  acetone/dry	  ice	  for	  -­‐78˚C,	  and	  ice/water	  for	  0˚C.	  Air	  or	  moisture	  sensitive	  reactions	  were	  performed	  under	  N2.	  	  THF	  was	  distilled	  with	  sodium/benzophenone	  immediately	  before	  use;	  benzene	  was	  distilled	  over	  sodium	  metal;	  dichloromethane	  was	  distilled	  over	  CaH2;	  methanol	  was	  distilled	  from	  Mg/iodine.	  	  n-­‐Butyllithium	  and	  LDA	  were	  titrated	  with	  N-­‐benzylbenzamide	  to	  a	  blue	  endpoint,	  immediately	  before	  use.	  	  Reagent	  grade	  solvents	  were	  used	  for	  extractions.	  Distilled	  water	  was	  used	  for	  any	  aqueous	  work-­‐ups.	  Analytical	  thin-­‐layer	  chromatography	  (TLC)	  was	  performed	  on	  Merck	  0.25	  mm	  pre-­‐coated	  silica	  gel	  60	  Å	  F-­‐254	  aluminum	  plates	  and	  visualized	  under	  UV	  light,	  or	  stained	  in	  I2,	  or	  Hanessian	  stain	  solution.	  	  Column	  chromatography	  was	  carried	  out	  on	  silica	  gel	  (200-­‐300	  mesh)	  purchased	  from	  Aldrich.	  
	   1H-­‐NMR	  and	  13C-­‐NMR	  spectra	  were	  measured	  on	  a	  Bruker	  Advance	  DPX-­‐400	  or	  -­‐300	  digital	  FT-­‐NMR	  spectrometer	  in	  CDCl3	  with	  residual	  chloroform	  as	  internal	  reference	  	  (7.281	  ppm	  for	  1H	  and	  77.0	  ppm	  for	  13C)	  unless	  otherwise	  noted.	  Chemical	  shifts	  are	  reported	  as	  δ	  values	  (ppm)	  and	  coupling	  constants	  (J)	  are	  reported	  in	  Hertz	  (Hz).	  	  The	  following	  abbreviations	  are	  used:	  s	  (singlet),	  d	  (doublet),	  t	  (triplet),	  q	  (quartet),	  m	  (multiplet)	  and	  br	  (broad).	  	  Mass	  spectra	  (MS)	  were	  recorded	  on	  a	  Carlo	  Erba/Kratos	  GC/MS	  Concept	  1S	  double	  focusing	  mass	  spectrometer	  interfaced	  to	  a	  Kratos	  DART	  aquistion	  system	  and	  a	  Sun	  SPARC	  workstation.Samples	  were	  introduced	  through	  a	  direct	  inlet	  system.	  	  Ions	  are	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generated	  using	  electron	  impact	  (EI),	  Fast	  Atom	  Bombardment	  (FAB)	  or	  Electrospray	  Ionization	  (ESI)	  and	  are	  reported	  in	  m/z	  values.	  	  Melting	  points	  (mp)	  recorded	  on	  recrystallized	  solids	  and	  solidified	  material.	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4.1. Synthesis	  of	  1-­‐(2,4-­‐dinitrophenyl)-­‐3-­‐methylpyridin-­‐1-­‐ium	  chloride	  (2)	  	  
	  3-­‐methyl	  pyridine	  (1.72	  mL,	  17.7	  mmol)	  was	  added	  to	  17	  mL	  of	  acetone	  and	  stirred	  while	  2,4-­‐dinitro-­‐chlorobenzene	  (3.56	  g,	  17.5	  mmol)	  of	  was	  added	  in	  a	  single	  portion.	  The	  mixture	  was	  heated	  at	  reflux	  for	  30	  h.	  The	  solvent	  was	  removed	  in	  
vacuo.	  The	  resulting	  off-­‐white	  solid	  was	  washed	  and	  filtered	  multiple	  times	  with	  hexane	  to	  yield	  a	  tan/white	  powdery	  solid	  (4.88	  g,	  94%).	  Mp	  165-­‐166˚C	  (recrystallized	  in	  EtOH:hexane).	  	  1H-­‐NMR	  (DMSO,	  400	  MHz)	  =	  δ	  9.33	  (s,	  1H,	  =CH),	  9.25	  (d,	  J=	  6.3	  Hz,	  1H,	  =CH),	  9.13	  (d,	  
J=	  2.7	  Hz,	  1H,	  =CH),	  8.99	  (dd,	  J=	  8.7	  Hz,	  1H,	  =CH),	  8.80	  (d,	  J=	  8.1	  Hz,	  1H,	  =CH),	  8.40	  (d,	  J=	  8.7	  Hz,	  1H	  =CH),	  8.34	  (dd,	  J=	  6.3	  Hz,	  1H,	  =CH),	  2.60	  (s,	  3H,	  CH3)	  	  13C-­‐NMR	  (DMSO)	  =	  δ	  149.59,	  145.8,	  145.6,	  143.8,	  143.5,	  139.3,	  139.1,	  132.4,	  130.7,	  127.7,	  122.0,	  18.4	  	  
m/z	  (ESI+)=	  261.0	  (6.3%),	  260.0	  (M+H,	  100%)	  	  	  	  	  	  	  	  	  
N+
NO2
NO2
Cl-
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4.2. Synthesis	  of	  (2E,4E)-­‐5-­‐(dimethylamino)-­‐2-­‐methylpenta-­‐2,4-­‐dienal	  (3)	  	  
	  Compound	  (2)	  (1.93	  g,	  6.5	  mmol)	  of	  was	  dissolved	  in	  25	  mL	  of	  refluxing	  EtOH	  while	  2.1	  mL	  (16.3	  mmol,	  2.5	  eq)	  of	  dimethyl	  amine	  was	  added	  to	  the	  mixture	  (dropwise).	  The	  mixture	  was	  heated	  for	  1	  h	  15	  min,	  whereupon	  the	  solvent	  was	  removed	  in	  
vacuo.	  Aqueous	  2M	  NaOH	  was	  added	  and	  the	  mixture	  turned	  dark	  purple.	  This	  solution	  was	  extracted	  3x	  with	  DCM	  (20	  ml).	  Organic	  extracts	  were	  combined	  and	  yielded	  a	  dark	  purple	  oil	  after	  evaporation.	  Column	  chromatography	  with	  EtOAc	  yielded	  a	  light	  yellow	  solid.	  After	  recrystallization	  (hexane),	  yellow	  crystals	  were	  obtained	  (622	  mg,	  72%).	  Mp	  73-­‐74˚C	  (hexane).	  	  Rf=	  0.45	  EtOAc	  	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  9.18	  (s,	  1H,	  CHO),	  6.86	  (d,	  J=	  11.6	  Hz,	  1H,	  =CH),	  6.77	  (d,	  J=	  12.4	  Hz,	  1H,	  =CH),	  5.26	  (t,	  J=	  12.2	  Hz,	  1H,	  =CH),	  2.97	  (s,	  6H,	  2CH3),	  1.78	  (s,	  3H,	  CH3)	  	  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)	  =	  192.70,	  153.49,	  151.32,	  126.09,	  94.96,	  9.09	  	  
m/z	  (ESI+)=	  141.0	  (12.0%),	  140.0	  (M+H,	  100%)	  	  	  	  
Me2N H
O
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4.3. Synthesis	  of	  (2E,4E)-­‐5-­‐(dibutylamino)-­‐2-­‐methylpenta-­‐2,4-­‐dienal	  (4)	  	  
	  Compound	  (2)	  (1.0	  g,	  3.4	  mmol)	  was	  dissolved	  in	  15	  mL	  of	  refluxing	  EtOH	  while	  dibutylamine	  (1.4	  mL,	  8.2	  mmol,	  2.4	  eq)	  was	  added	  to	  the	  mixture	  (dropwise).	  The	  mixture	  was	  heated	  for	  1	  h	  45	  min,	  where	  the	  color	  had	  turned	  bright	  red.	  The	  solvent	  was	  removed	  in	  vacuo.	  Aqueous	  4M	  NaOH	  (15	  ml)	  was	  added	  and	  the	  solution	  turned	  dark	  purple.	  This	  solution	  was	  extracted	  3x	  with	  DCM	  (20	  ml).	  Organic	  extracts	  were	  combined	  and	  provided	  a	  dark	  purple	  oil	  after	  evaporation.	  Column	  chromatography	  with	  7.5:1	  hexane:EtOAc	  yielded	  a	  yellow/orange	  oil	  (415	  mg,	  55%).	  	  	  Rf=	  0.48	  (3:2	  hexane:EtOAc)	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)	  =	  δ	  9.16	  (s,	  1H,	  CHO),	  6.84	  (d,	  J=	  11.6	  Hz,	  1H,	  =CH),	  6.75	  (d,	  J=	  12.8	  Hz,	  1H,	  =CH),	  5.28	  (t,	  J=	  12.2	  Hz,	  1H,	  =CH),	  3.18	  (t,	  4H,	  2CH2),	  1.76	  (s,	  3H,	  CH3),	  1.56	  (t,	  4H,	  2CH2),	  1.33	  (t,	  4H,	  2CH2),	  0.95	  (t,	  6H,	  2CH3)	  	  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  192.18,	  153.56,	  150.11,	  125.64,	  94.50,	  51.95,	  29.95,	  20.02,	  13.61,	  9.02	  	  
m/z	  (ESI+)=	  225.2	  (14.2%),	  224.1	  (M+H,	  100%)	  	  	  	  
Bu2N H
O
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4.4. Synthesis	  of	  (2E,4E)-­‐2-­‐methyl-­‐5-­‐(tributylstannyl)penta-­‐2,4-­‐dienal	  (5)	  	  
	  In	  a	  25	  mL	  RBF	  was	  placed	  0.32	  mL	  of	  LDA	  (1.2	  M,	  0.38	  mmol,	  1.2	  eq)	  under	  N2	  atmosphere.	  At	  -­‐20˚C,	  0.35	  mL	  (0.35	  mmol,	  1.1	  eq)	  of	  tributyltin	  hydride	  was	  added	  dropwise	  and	  stirred	  for	  40	  mins.	  After	  this	  time,	  (3)	  (45	  mg,	  0.32	  mmol)	  in	  THF	  was	  added	  dropwise	  at	  -­‐20˚C.	  The	  solution	  was	  allowed	  to	  stir	  for	  an	  additional	  hour	  and	  a	  half.	  Acetyl	  chloride	  was	  then	  added	  all	  at	  once,	  still	  at	  -­‐20˚C	  and	  stirred	  for	  an	  additional	  15	  mins.	  Saturated	  NaHCO3(3	  mL)	  was	  added	  and	  stirred	  for	  15	  min.	  The	  solution	  was	  extracted	  with	  DCM	  (3x	  10	  ml),	  dried	  with	  NaSO4,	  filtrated	  and	  concentrated	  in	  vacuo.	  Column	  chromatography	  with	  30:1	  hexane:DCM	  yielded	  a	  pale	  yellow	  oil	  (48	  mg,	  42%).	  	  Rf=	  0.51	  9:1	  hexane:ether	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)	  =	  δ	  9.47	  (s,	  1H,	  CHO),	  7.03	  (m,	  2H,	  2CH),	  6.77	  (d,	  J=	  9.2	  Hz,	  1H,	  CH),	  1.90	  (s,	  3H,	  CH3),	  1.54	  (m,	  6H,	  3CH2),	  1.32	  (m,	  6H,	  3CH2),	  1.00	  (m,	  6H,	  3CH2),	  0.92	  (t,	  J=	  7.2	  Hz,	  9H,	  3CH3)	  	  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  195.73,	  150.21,	  149.63,	  141.39,	  135.85,	  29.17,	  29.06,	  29.00,	  28.96,	  27.51,	  27.24,	  26.96,	  13.67,	  9.74,	  9.50	  	  
m/z	  (ESI+)=	  409.1	  (M+H	  Na+,	  100%	  ),	  408.2	  (42.9%),	  407.1	  (57.1%),	  406.1	  (35.7%),	  405.1	  (42.9%)	  	  
Bu3Sn H
O
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4.5. Synthesis	  of	  Racemic	  methyl	  6-­‐hydroxy-­‐2,5,7,8-­‐tetramethylchroman-­‐2-­‐
carboxylate	  (8)	  	  
	  Methyl	  methacrylate	  (3.3	  g,	  33.3	  mmol,	  5	  eq),	  formaldehyde	  (1.1	  g,	  36.7	  mmol,	  5.6	  eq),	  and	  trimethylhydroquinone	  (1	  g,	  6.6	  mmol)	  were	  placed	  in	  a	  10	  mL	  glass	  vessel	  and	  transferred	  to	  the	  microwave	  reactor	  (CEM	  Corp.	  201A14,	  20	  MHz	  clock,	  CPU019613).	  The	  mixture	  was	  allowed	  to	  stir	  for	  15	  mins	  at	  180˚C	  (P=	  150W).	  After	  completion,	  the	  product	  was	  washed	  successively	  with	  methanol	  and	  vacuum	  filtrated,	  and	  recrystallized	  in	  MeOH	  to	  yield	  beige/white	  powder	  (1.3	  g,	  82%).	  Mp	  134-­‐136˚C	  (MeOH).	  	  Rf=	  0.27	  DCM	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  300	  MHz)	  =	  δ	  3.69	  (s,	  3H,	  CH3CO2),	  2.52-­‐	  2.66	  (m,	  2H,	  CH2),	  2.18-­‐2.21	  (d,	  6H,	  ArCH3),	  2.09	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  1.83-­‐	  1.93	  (m,	  2H,	  CH2),	  1.62	  (s,	  3H,	  CH3)	  	  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  300	  MHz)	  =	  δ	  174.47,	  145.53,	  121.21,	  118.36,	  116.89,	  52.34,	  30.61,	  25.42,	  20.96,	  12.21,	  11.81,	  11.23	  	  
m/z	  (EI)	  =	  264	  (M+,	  77%),	  205	  (100%),	  164	  (75%)	  	  	  	  
O
HO
OMe
O
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4.6. Synthesis	  of	  (S)-­‐methyl	  6-­‐hydroxy-­‐2,5,7,8-­‐tetramethylchroman-­‐2-­‐
carboxylate	  (8)	  	  
	  α-­‐Trolox®	  (2.39	  g,	  9.5	  mmol)	  and	  p-­‐toluenesulphonic	  acid	  (480	  mg,	  2.7	  mmol,	  0.3	  eq)	  was	  dissolved	  in	  60:10	  mL	  of	  MeOH:DCM	  .	  The	  reaction	  mixture	  was	  stirred	  under	  reflux	  for	  20	  h.	  The	  mixture	  was	  extracted	  with	  EtOAc,	  washed	  with	  NaHCO3	  (2x)	  and	  then	  H2O	  (1x).	  The	  combined	  organic	  layers	  were	  dried	  over	  NaSO4,	  filtered,	  and	  concentrated	  in	  vacuo.	  The	  product	  was	  washed	  with	  hexane	  and	  recrystallized	  in	  MeOH	  to	  yield	  beige/white	  powder	  (2.28	  g,	  92%).	  Mp	  134-­‐136˚C	  (MeOH).	  	  Rf=	  0.21	  DCM	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)	  =	  δ	  3.69	  (s,	  3H,	  OCH3),	  2.65	  (m,	  2H,	  CH2),	  2.47	  (m,	  1H,CH2),	  2.20	  (s,	  3H,	  CH3),	  2.18	  (s,	  3H,	  CH3),	  2.08	  (s,	  3H,	  CH3),	  1.91	  (m,	  1H,	  CH2),	  1.62	  (s,	  3H,	  CH3)	  	  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)	  =	  δ	  174.47,	  145.53,	  121.21,	  118.36,	  116.89,	  52.34,	  30.61,	  25.42,	  20.95,	  12.20,	  11.81,	  11.24	  	  
m/z	  (EI)	  =	  264	  (M+,	  77%),	  205	  (100%),	  164	  (75%)	  	  	  	  
O
HO
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4.7. Synthesis	  of	  (S)-­‐methyl	  6-­‐((tert-­‐butyldimethylsilyl)oxy)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐2-­‐carboxylate	  (9)	  	  
	  To	  a	  solution	  of	  compound	  (8)	  (1.49	  g,	  5.6	  mmol)	  in	  anhydrous	  DMF	  (15	  ml)	  was	  added	  imidazole	  (1.60	  g,	  23.1	  mmol,	  4.1	  eq)	  and	  TBDMS	  chloride	  (1.3	  g,	  8.6	  mmol,	  1.5	  eq).	  The	  mixture	  was	  heated	  to	  85˚C	  and	  stirred	  under	  N2	  for	  20	  h.	  After	  water	  was	  added,	  the	  mixture	  was	  extracted	  with	  EtOAc	  (3	  x	  25	  ml).	  The	  combined	  organic	  layers	  were	  washed	  with	  water	  and	  brine,	  dried	  over	  NaSO4,	  and	  concentrated.	  Purification	  on	  SiO2	  (DCM/hexane:	  5:1)	  afforded	  a	  light	  orange/yellow	  oil	  (2.02	  g,	  94%).	  	  Rf=	  0.54	  (DCM:hexane	  =	  3:1)	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)	  =	  δ	  3.68	  (s,	  3H,	  -­‐OCH3),	  2.61-­‐2.43	  (m,	  3H,	  2CH2),	  2.17	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  2.13	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  2.04	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  1.89	  (m,	  1H,	  2CH2),	  1.62	  (s,	  3H,	  CH3),	  1.06	  (s,	  9H,	  3CH3),	  0.13	  (s,	  6H,	  2CH3)	  	  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)	  =	  δ	  174.55,	  144.81,	  122.70,	  117.05,	  52.27,	  30.56,	  26.09,	  25.38,	  21.05,	  18.62,	  14.32,	  13.37,	  11.89,	  -­‐3.30,	  -­‐3.36	  	  m/z=	  EI	  378	  (M+	  8.9%),	  189	  (24.8%),	  147	  (100%)	  	  	  
O
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4.8. Synthesis	  of	  (S)-­‐6-­‐((tert-­‐butyldimethylsilyl)oxy)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐2-­‐carbaldehyde	  (10)	  	  
	  A	  solution	  of	  (9)	  (1.80	  g,	  4.7	  mmol)	  in	  dry	  toluene	  was	  cooled	  to	  -­‐78˚C	  in	  a	  dry	  ice/acetone	  bath.	  DIBAL	  (1M,	  8.55	  ml,	  8.5	  mmol,	  1.8	  eq)	  was	  added	  via	  syringe	  over	  a	  period	  of	  10	  min.	  After	  2	  h,	  the	  reaction	  was	  quenched	  with	  25	  mL	  of	  MeOH,	  followed	  by	  25	  mL	  of	  H2O.	  A	  25	  mL	  portion	  of	  2M	  HCl	  was	  added,	  and	  the	  solution	  was	  extracted	  with	  ether	  (4x).	  Purification	  with	  3:1	  hexane:DCM	  yielded	  a	  colorless	  oil	  that	  crystallized	  to	  hard,	  white	  crystals	  (1.39	  g,	  83%).	  Mp	  72-­‐73˚C	  (MeOH).	  	  Rf=	  0.82	  DCM	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)	  =	  δ	  9.65	  (s,	  1H,	  CHO),	  2.53	  (m,	  2H,	  CH2),	  2.32	  (m,	  1H,	  CH2)	  2.26	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  2.19	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  2.14	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  1.86	  (m,	  1H,	  CH2),	  1.41	  (s,	  3H,	  CH3),	  1.07	  (s,	  9H,	  3CH3),	  0.14	  (s,	  6H,	  2CH3)	  	  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)	  =	  δ	  204.81,	  145.56,	  145.15,	  126.47,	  123.86,	  122.83,	  117.61,	  80.26,	  27.93,	  26.08,	  21.59,	  20.48,	  18.60,	  14.34,	  13.36,12.04,	  -­‐3.31	  	  
m/z	  (EI)=	  348	  (M+,	  42.2%),	  319	  (33%),	  277	  (100%),	  73	  (56.3%)	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4.9. Synthesis	  of	  (S,E)-­‐ethyl	  3-­‐(6-­‐((tert-­‐butyldimethylsilyl)oxy)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐2-­‐yl)acrylate	  (14)	  	  
	  Phosphonium	  salt	  (13)	  (0.135	  g,	  0.31	  mmol,	  1.3	  eq)	  of	  was	  stirred	  in	  0.7	  mL	  of	  dry	  THF.	  n-­‐BuLi	  (1.9M,	  0.19	  ml,	  1.5	  eq)	  was	  added	  dropwise	  at	  0˚C,	  warmed	  to	  room	  temperature,	  and	  allowed	  to	  stir	  for	  an	  additional	  1	  h	  30	  min.	  After	  this	  time	  (10)	  (84	  mg,	  0.24	  mmol)	  was	  added	  dropwise	  at	  room	  temperature,	  and	  allowed	  to	  stir	  for	  44	  h,	  until	  all	  starting	  material	  was	  consumed.	  NH4Cl	  was	  added	  to	  the	  mixture.	  The	  solution	  was	  extracted	  with	  DCM	  (3x),	  dried	  with	  NaSO4,	  filtered,	  and	  concentrated	  in	  vacuo.	  Column	  chromatography	  with	  10:1	  hexane:EtOAc	  yielded	  (18)	  as	  a	  clear	  oil	  (45	  mg)	  ,	  and	  (14)	  (15	  mg)	  as	  a	  clear	  oil.	  	  Rf=	  0.77	  (3:1	  hexane:EtOAc)	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  6.95	  (d,	  J=	  15.6	  Hz,	  1H,	  CH),	  5.89	  (d,	  J=	  15.6	  Hz,	  1H,	  CH),	  4.17	  (q,	  J=	  1.2	  Hz,	  2H,	  CH2),	  2.61	  (m,	  1H,	  CH2),	  2.43	  (m,	  1H,	  CH2),	  2.17	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  2.14	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  2.05	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  2.00	  (m,	  1H,	  CH2),	  1.90	  (m,	  1H,	  CH2),	  1.46	  (s,	  3H,	  CH3),	  1.29	  (t,	  3H,	  CH3),	  1.07	  (s,	  9H,	  3CH3),	  0.14	  (s,	  6H,	  2CH3)	  	  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)	  =	  166.7,	  151.3,	  145.4,	  144.5,	  126.3,	  123.6,	  122.4,	  119.9,	  117.2,	  74.9,	  60.4,	  26.5,	  21.0,	  18.6,	  14.3,	  13.4,	  12.0,	  -­‐3.3	  	  
m/z	  	  (ESI+)=	  419.4	  (M+H,	  28.0%),	  441.2	  (Na+,	  100%),	  442.2	  (5.2%)	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4.10. Modified	  synthesis	  of	  (S,E)-­‐ethyl	  3-­‐(6-­‐((tert-­‐butyldimethylsilyl)oxy)-­‐
2,5,7,8-­‐tetramethylchroman-­‐2-­‐yl)acrylate	  (14)	  	  
	  To	  a	  solution	  of	  phosphonium	  salt	  (13)	  (753	  mg,	  1.8	  mmol,	  1.3	  eq)	  suspended	  in	  DMSO	  (2	  mL),	  was	  added	  drop-­‐wise	  n-­‐buLi	  (1.1	  mL,	  2M,	  1.3	  eq)	  at	  room	  temperature.	  This	  pale	  yellow	  solution	  was	  stirred	  for	  an	  additional	  hour.	  At	  room	  temperature,	  (10)	  (462	  mg,	  1.3	  mmol)	  in	  dry	  THF	  was	  added	  at	  a	  fast	  drop-­‐wise	  pace.	  This	  solution	  was	  stirred	  an	  additional	  5	  h	  30	  min.	  The	  reaction	  was	  quenched	  with	  NH4Cl	  (5	  ml)	  and	  extracted	  with	  ether	  (3x	  15	  ml).	  Column	  chromatography	  with	  10:1	  hexane:EtOAc	  yielded	  (14)	  as	  a	  clear	  oil	  (461	  mg,	  84%).	  	  Rf=	  0.77	  (3:1	  hexane:EtOAc)	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  6.95	  (d,	  J=	  15.6	  Hz,	  1H,	  CH),	  5.89	  (d,	  J=	  15.6	  Hz,	  1H,	  CH),	  4.17	  (q,	  J=	  1.2	  Hz,	  2H,	  CH2),	  2.61	  (m,	  1H,	  CH2),	  2.43	  (m,	  1H,	  CH2),	  2.17	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  2.14	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  2.05	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  2.00	  (m,	  1H,	  CH2),	  1.90	  (m,	  1H,	  CH2),	  1.46	  (s,	  3H,	  CH3),	  1.29	  (t,	  3H,	  CH3),	  1.07	  (s,	  9H,	  3CH3),	  0.14	  (s,	  6H,	  2CH3)	  	  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  166.7,	  151.3,	  145.4,	  144.5,	  126.3,	  123.6,	  122.4,	  119.9,	  117.2,	  74.9,	  60.4,	  26.5,	  21.0,	  18.6,	  14.3,	  13.4,	  12.0,	  -­‐3.3	  	  
m/z	  (ESI+)=	  419.4	  (M+H,	  28.0%),	  441.2	  (Na+,	  100%),	  442.2	  (5.2%)	  	  Combustion:	  	  Element:	  C	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Theory:	  68.86;	  Found:	  71.04	  Element:	  H	  Theory:	  9.15;	  Found:	  9.49	  	  
4.11. Synthesis	  of	  tert-­‐butyldimethyl(((R)-­‐2,5,7,8-­‐tetramethyl-­‐2-­‐((3E,7E)-­‐
4,8,12-­‐trimethyltrideca-­‐3,7,11-­‐trien-­‐1-­‐yl)chroman-­‐6-­‐yl)oxy)silane	  (20)	  	  
	  To	  a	  flask	  containing	  α-­‐tocotrienol	  (344	  mg,	  8.4	  mmol)	  was	  added	  TBSCl	  (189	  mg,	  12.5	  mmol,	  1.5	  eq)	  and	  imidazole	  (234	  mg,	  34.3	  mmol,	  4.1	  eq).	  The	  mixture	  was	  dissolved	  in	  3.5	  ml	  of	  dry	  DMF	  and	  allowed	  to	  stir	  at	  85˚C	  for	  24	  h.	  After	  this	  time,	  the	  mixture	  was	  allowed	  to	  cool	  to	  room	  temperature	  and	  diluted	  with	  water	  (10	  ml)	  and	  extracted	  with	  diethyl	  ether	  (5	  x	  10	  mL).	  The	  combined	  organic	  layers	  were	  dried	  with	  Na2SO4.	  After	  filtration,	  the	  residue	  was	  concentrated	  under	  reduced	  pressure.	  Purification	  by	  chromatography	  (90:2	  hexanes:EtOAc)	  provided	  (20)	  as	  a	  yellow,	  orange	  oil	  (415	  mg,	  92%).	  	  	  Rf	  =	  0.71	  (DCM/Hexane	  3:1)	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  5.19	  (m,	  3H,	  CH),	  2.58	  (t,	  2H,	  CH2),	  2.14	  (s,	  3H,	  Ar-­‐CH3),	  2.12	  (s,	  3H,	  Ar-­‐CH3),	  2.11	  (S,	  3H,	  Ar-­‐CH3),	  2.01	  (m,	  4H,	  2CH2),	  1.85	  (m,	  2H,	  CH2),	  1.71	  (s,	  3H,	  CH3),	  1.61	  (s,	  3H,	  CH3),	  1.57	  (s,	  3H,	  CH3),	  1.07	  (s,	  9H,	  3CH3),	  0.14	  (s,	  6H,	  2CH3).	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13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  145.8,	  144.1,	  134.7,	  129.9,	  125.8,	  124.5,	  124.4,	  124.2,	  123.2,	  122.7,	  117.4,	  74.3,	  39.7,	  39.5,	  31.6,	  26.8,	  26.6,	  26.1,	  25.7,	  23.8,	  22.2,	  20.9,	  18.6,	  17.6,	  16.0,	  15.8,	  14.3,	  13.4,	  11.8,	  -­‐3.4	  	  
m/z	  (EI)=	  538	  (M+,	  100%),	  279	  (26.4%),	  223	  (11.1%),	  73	  (53.9%)	  	  	  
4.12. Synthesis	  of	  (S)-­‐3-­‐(6-­‐((tert-­‐butyldimethylsilyl)oxy)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐2-­‐yl)propanal	  (21)	  	  
	  To	  a	  solution	  of	  (27)	  (56	  mg,	  1.0	  mmol)	  in	  THF:H2O	  (3.5:1	  mixture,	  1.5	  mL)	  was	  added:	  2,6-­‐	  lutidine	  (0.07	  mL,	  6.2	  mmol,	  6	  eq),	  NaIO4	  (242	  mg,	  11.4	  mmol,	  11	  eq),	  OsO4	  (2.5	  wt	  %	  in	  2-­‐methyl-­‐2-­‐propanol,	  0.06	  mL,	  4	  mol	  %).	  The	  reaction	  was	  stirred	  for	  48	  h	  at	  40˚C	  at	  which	  time	  the	  mixture	  had	  turned	  a	  black/yellow	  color.	  H2O	  (5	  mL)	  and	  saturated	  sodium	  sulfite	  (10	  mL)	  were	  added	  and	  extracted	  with	  DCM	  (3	  x	  10	  mL).	  The	  combined	  organic	  layers	  were	  washed	  with	  brine	  and	  dried	  with	  Na2SO4.	  After	  filtration,	  the	  residue	  was	  concentrated	  under	  reduced	  pressure.	  Purification	  by	  column	  chromatography	  yielded	  (21)	  as	  a	  clear	  oil,	  which	  crystallized	  in	  the	  refrigerator	  as	  white	  crystals.	  Recrystallization	  in	  EtOH	  (20	  mg,	  50%).	  Mp	  65-­‐66˚C.	  	  Rf=	  0.63	  4:1	  hexane:EtOAc	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1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  9.82	  (s,	  1H,	  CHO),	  2.64	  (q,	  J=	  8Hz,	  4H,	  CH2),	  2.12	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  2.07	  (s,	  6H	  2ArCH3),	  2.00	  (m,	  1H,	  CH2)	  1.88	  (m,	  3H,	  CH2),	  1.24	  (s,	  3H,	  CH3),	  1.07	  (s,	  9H,	  3CH3),	  0.14	  (s,	  6H,	  2CH3)	  	  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  202.66,	  145.37,	  144.44,	  126.13,	  123.68,	  122.7,	  117.16,	  73.39,	  38.63,	  31.91,	  31.75,	  26.10,	  23.50,	  20.74,	  18.61,	  14.33,	  13.41,	  12.00,	  -­‐3.30.	  	  
m/z	  (EI)=	  378.25	  (12.0%),	  377.25	  (33.5%),	  376.23	  (M+,	  100%),	  259.09	  (84.5%)	  	  Combustion:	  	  Element:	  C	  Theory:	  70.16;	  Found:	  70.20	  Element:	  H	  Theory:	  9.63;	  Found:	  9.69	  	  
4.13. Synthesis	  of	  (R,E)-­‐tert-­‐butyl((2-­‐(4-­‐iodopent-­‐3-­‐en-­‐1-­‐yl)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐6-­‐yl)oxy)dimethylsilane	  (30)	  	  
	  Alkyne	  (30)	  (92	  mg,	  0.17	  mmol)	  and	  Schwartz	  reagent	  (178	  mg,	  0.48	  mmol,	  2.8	  eq)	  were	  dissolved	  in	  dry	  THF	  (0.5	  mL).	  The	  solution	  was	  stirred	  under	  N2	  at	  60˚C	  for	  3	  h.	  The	  reaction	  was	  cooled	  to	  -­‐10˚C	  and	  stirred	  for	  5	  min	  before	  a	  solution	  of	  I2	  (60	  mg,	  0.24	  mmol,	  1.4	  eq)	  in	  THF	  (1	  mL)	  was	  added	  dropwise.	  The	  reaction	  turned	  a	  dark	  purple	  colour.	  After	  an	  additional	  20	  min	  of	  stirring	  at	  -­‐10˚C,	  the	  reaction	  
O
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mixture	  was	  diluted	  with	  sat.	  Na2S2O3	  and	  stirred	  for	  10	  min.	  The	  reaction	  was	  extracted	  with	  EtOAc	  (3x	  10	  ml).	  The	  organic	  layers	  were	  collected,	  dried	  with	  Na2SO4,	  filtered	  and	  the	  mixture	  was	  concentrated	  in	  vacuo.	  Column	  chromatography	  with	  20:1	  hexane:DCM	  yielded	  a	  7:1	  E:Z	  mixture	  of	  product,	  which	  solidified	  after	  chromatography	  to	  a	  white	  solid	  (40	  mg,	  25%).	  Mp	  58-­‐59˚C	  (last	  contacted	  solvents:	  hexane/EtOAc)	  	  Rf=	  0.63	  (5:3	  hexane:DCM)	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  6.20	  (dt,	  J=7.2	  Hz,	  0.9H,	  CH)a,b,	  5.85	  (m,	  0.06H,	  CH)35,	  2.59	  (t,	  J=	  6.8	  Hz,	  2H,	  CH2)a,b,35,	  2.37	  (s,	  2.3H,	  CH3)a,	  2.20	  (q,	  J=	  7.6	  Hz,	  2H,	  CH2)a,b,35,	  2.12	  (s,	  2.7H,	  ArCH3)a,35,	  2.11	  (s,	  0.3H,	  ArCH3)b,	  2.10	  (s,	  3H,	  ArCH3)a,b,35,	  2.08	  (s,	  3H,	  ArCH3)a,b,35,	  1.77	  (m,	  3H,	  CH2)a,b,35,	  1.62	  (d,	  0.2H,	  CH3)35,	  1.59	  (m,	  1H,	  CH2)a,b,35,	  1.58	  (s,	  0.3H,	  CH3)b,	  1.28	  (s,	  0.5H,	  CH3)b,35,	  1.25	  (s,	  2.5H,	  CH3)a,	  1.07	  (s,	  9H,	  3CH3)a,b,35,	  0.14	  (s,	  6H,	  2CH3)a,b,35	  
	  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  144.29a,	  141.19a,	  135.22b,	  126.02a,	  123.63a,	  122.65a,	  117.35b,	  117.28a,	  102.95b,	  93.52a,	  73.79a,	  38.58b,	  38.34a,	  33.08b,	  31.81a,	  27.26a,	  26.12a,	  25.00a,	  23.68a,	  20.80a,	  18.62a,	  15.89a,	  14.34a,	  13.41a,	  11.98a,	  -­‐3.30a,	  -­‐3.34a	  	  	  
m/z	  (EI)=	  517.16	  (3.9%),	  516.17	  (6.1%),	  515.17	  (25.2%),	  514.17	  (M+,	  100%),	  73.06	  (34.4%)	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4.14. Synthesis	  of	  (R,E/Z)-­‐tert-­‐butyl((2-­‐(4-­‐iodopent-­‐3-­‐en-­‐1-­‐yl)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐6-­‐yl)oxy)dimethylsilane	  (30)	  	  
	  Compound	  (34)	  (84	  mg,	  0.22	  mmol)	  and	  ZrCp2Cl2	  (116	  mg,	  0.39	  mmol,	  1.8	  eq)	  were	  dissolved	  in	  dry	  THF	  (0.4	  mL).	  The	  solution	  was	  placed	  in	  an	  ice	  bath	  and	  LiAlH(Ot-­‐Bu)3	  (1M,	  0.36	  ml,	  0.38	  mmol,	  1.7	  eq)	  was	  added	  at	  a	  fast	  drop-­‐wise	  rate.	  The	  solution	  turned	  dark	  red	  and	  was	  brought	  to	  room	  temperature	  after	  addition.	  After	  15	  min,	  the	  solution	  (now	  being	  an	  orange/red	  color)	  was	  placed	  back	  in	  an	  ice	  bath	  and	  I2	  (90	  mg,	  0.35	  mmol,	  1.6	  eq)	  was	  added	  drop-­‐wise	  to	  the	  solution.	  The	  reaction	  mixture	  was	  allowed	  to	  stir	  at	  0˚C	  for	  an	  additional	  15	  min.	  After	  this	  time,	  1M	  HCl	  (1	  ml)	  and	  saturated	  Na2S2O3	  (1	  mL)	  were	  added	  and	  extracted	  with	  EtOAc	  (3x	  15	  ml).	  Column	  chromatography	  with	  20:1	  hexane:	  DCM	  yielded	  an	  inseparable	  2:1	  E:Z	  mixture	  of	  (30a	  )and	  (30b)	  (70	  mg),	  ≈6%	  (c)	  and	  ≈10%	  (35)	  as	  a	  clear	  oil.	  See	  appendix	  for	  2D	  analysis.	  	  Rf=	  0.63	  (5:3	  hexane:DCM)	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  6.21	  (m,	  0.8H,	  CH)a,b,	  5.42	  (m,	  0.2H,	  2CH)c,	  35,	  2.59	  (t,	  2H,	  CH2)a,b,35,	  c,	  2.36	  (s,	  1.6H,	  CH3)a,	  2.21	  (q,	  1.4H,	  2CH2)a,35,	  2.12	  (s,	  2.8H,	  ArCH3)a,35,c,	  2.12	  (s,	  1.2H,	  ArCH3)b,35,c,	  2.11	  (s,	  2H,	  ArCH3)a,b,	  2.10	  (s,	  3H,	  ArCH3)a,b,35,c,	  1.79	  (m,	  3.5H,	  2CH2)a,35,c,	  1.62	  (d,	  0.5H,	  CH3)35,c,	  1.59	  (q,	  0.6,	  CH2),	  1.59	  (s,	  0.8H,	  CH3)b,	  1.59	  (m,	  0.5H,	  CH2)b,	  1.28	  (s,	  1.3H,	  CH3)b,35,c,	  1.26	  (s,	  1.6H,	  CH3)a,,	  1.07	  (s,	  9H,	  3CH3)a,b,35,c,	  0.14	  (s,	  6H,	  2CH3)a,b,35,c	  
O
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  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  144.29a,	  141.19a,	  135.22b,	  126.02a,	  123.63a,	  122.65a,	  117.35b,	  117.28a,	  102.95b,	  93.52a,	  73.79,	  39.2335,	  38.58b,	  38.34a,	  33.08b,	  31.81a,	  27.26a,	  26.12a,	  25.00a,	  23.68a,	  20.80a,	  18.62a,	  15.89a,	  14.34a,	  13.41a,	  11.98a,	  -­‐3.30a,	  -­‐3.34a	  	  	  
m/z	  (EI)=	  517.16	  (3.9%),	  516.17	  (6.1%),	  515.17	  (25.2%),	  514.17	  (M+,	  100%),	  73.06	  (34.4%)	  	  
4.15. Synthesis	  of	  diethyl	  (1-­‐iodoethyl)phosphonate	  (32)	  	  
	  
n-­‐BuLi	  (1.75	  M,	  8.1	  mL,	  14.2	  mmol,	  2.3	  eq)	  was	  added	  to	  dry	  THF	  (12	  mL)	  and	  cooled	  to	  -­‐78˚C.	  A	  solution	  of	  i-­‐Pr2NH	  (2.1	  mL,	  14.8	  mmol)	  in	  THF	  (12	  mL)	  was	  slowly	  added	  via	  syringe.	  After	  15	  min	  of	  stirring,	  diethyl	  ethylphosphonate	  in	  THF	  (12	  mL)	  was	  added,	  maintaining	  the	  temperature	  at	  -­‐78˚C.	  Stirring	  was	  continued	  for	  15	  min	  at	  -­‐78˚C,	  after	  which	  time	  dry	  TMSCl	  (0.86	  mL,	  6.8	  mmol,	  1.1	  eq)	  was	  added.	  The	  solution	  was	  allowed	  to	  stir	  for	  5	  min	  at	  -­‐78˚C	  and	  then	  transferred	  to	  an	  ice	  bath	  to	  stir	  at	  0˚C	  for	  10	  min.	  This	  solution	  was	  cooled	  back	  down	  to	  -­‐78˚C.	  I2	  (1.72	  g,	  6.8	  mmol,	  1.1	  eq)	  in	  THF	  (12	  mL)	  was	  slowly	  added	  (over	  10	  min),	  after	  which	  time	  the	  orange/yellow	  solution	  was	  placed	  in	  an	  ice	  bath	  to	  stir	  for	  an	  additional	  15	  min.	  At	  0˚C,	  a	  1M	  solution	  of	  EtOLi/EtOH	  (12	  mL)	  was	  added	  and	  after	  30	  min	  the	  reaction	  mixture	  was	  rapidly	  poured	  into	  a	  stirring	  solution	  consisting	  of	  2M	  HCl	  (15	  mL),	  DCM	  (15	  mL)	  and	  crushed	  ice.	  The	  solution	  was	  extracted	  with	  
P
I
O
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DCM	  (3x).	  The	  organic	  layers	  were	  combined,	  dried	  over	  NaSO4,	  filtrated,	  and	  concentrated	  in	  vacuo.	  Distillation	  at	  70˚C	  yielded	  a	  clear	  oil	  (777	  mg,	  44%).	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  4.17	  (p,	  4H,	  CH2),	  3.86	  (dq,	  1H	  CHI),	  2.00	  (dd,	  3H,	  CH3),	  1.35	  (dt,	  6H,	  2CH3)	  	  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  63.59,	  21.91,	  16.45,	  8.20,	  6.65	  	  31P-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  +22.64	  (s)	  	  
m/z	  (EI)=	  291.97	  (M+,	  12.0%),	  165.05	  (38.9%),	  137.07	  (45.1%),	  108.99	  (100%),	  80.95	  (43.8%).	  
	  	  
4.16. Synthesis	  of	  (R)-­‐tert-­‐butyl((2-­‐(4,4-­‐dibromobut-­‐3-­‐en-­‐1-­‐yl)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐6-­‐yl)oxy)dimethylsilane	  (33)	  	  
	  	  Carbon	  tetrabromide	  (301	  mg,	  0.91	  mmol)	  was	  dissolved	  in	  dry	  DCM	  (0.9	  mL)	  at	  -­‐10˚C.	  PPh3	  (480mg,	  1.8	  mmol)	  (in	  0.9mL	  dry	  DCM)	  was	  added	  drop-­‐wise	  and	  stirred	  for	  30	  min.	  During	  addition	  of	  PPh3,	  the	  clear	  solution	  turned	  bright	  yellow/orange	  in	  color.	  Drop-­‐wise	  addition	  of	  (21)	  (171mg,	  0.45	  mmol)	  in	  dry	  DCM	  (1	  mL)	  at	  -­‐5˚C	  was	  allowed	  to	  stir	  for	  an	  additional	  45	  min.	  After	  this	  time,	  hexane	  was	  added	  at	  -­‐5˚C	  and	  stirred	  for	  15	  min.	  During	  this	  time	  phosphonium	  oxide	  had	  precipitated	  out	  of	  solution.	  The	  mixture	  was	  washed	  with	  hexane,	  vacuum	  filtrated,	  and	  the	  filtrate	  
O
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was	  concentrated	  in	  vacuo.	  Column	  chromatography	  with	  hexane	  à	  9:1	  hexane:EtOAc	  yielded	  clear	  oil	  which	  crystallized	  overnight	  to	  a	  white	  solid	  (191	  mg,	  79%).	  Mp	  57-­‐59˚C	  (last	  contacted	  solvent,	  hexane:EtOAc).	  	  Rf=	  0.35	  (3.5%	  EtOAc	  in	  Hexane)	  
	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  6.45	  (t,	  J=7.2,	  1H,	  =CH),	  2.60	  (t,	  2H,	  CH2)	  2.89	  (m,	  2H,	  CH2),	  2.12	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  2.11	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  2.08	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  1.80	  (m,	  3H,	  CH2),	  1.64	  (m,	  1H,	  CH2),	  1.28	  (s,	  3H,	  CH3),	  1.07	  (s,	  9H,	  3CH3),	  0.15	  (s,	  6H,	  2CH3)	  
	  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  145.55,	  144.35,	  138.74,	  88.70,	  73.72,	  37.08,	  31.75,	  27.67,	  26.12,	  23.65,	  22.66,	  20.78,	  18.62,	  14.34,	  14.12,	  13.40,	  12.03,	  -­‐3.30	  	  
m/z	  (ESI+)=	  ESI+	  557.0	  (50.1%),	  555.0	  (100%),	  535.0	  (35.3%),	  533.0	  (M+H,	  70.0%)	  	  Combustion:	  	  Element:	  C	  Theory:	  51.88;	  Found:	  52.65	  Element:	  H	  Theory:	  6.82;	  Found:	  6.83	  	  
4.17. Synthesis	  of	  (R)-­‐tert-­‐butyldimethyl((2,5,7,8-­‐tetramethyl-­‐2-­‐(pent-­‐3-­‐yn-­‐1-­‐
yl)chroman-­‐6-­‐yl)oxy)silane	  (34)	  	  
	  OTBSO
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Dibromoolefin	  (33)	  (186	  mg,	  0.35	  mmol)	  in	  dry	  THF	  (0.6	  mL)	  was	  cooled	  to	  -­‐78˚C	  and	  treated	  with	  n-­‐BuLi	  (2M,	  0.39mL,	  0.79	  mmol,	  2.2	  eq).	  This	  red/purple	  solution	  was	  stirred	  at	  -­‐78˚C	  for	  30	  min	  before	  being	  warmed	  to	  0˚C.	  After	  45	  min	  at	  0˚C,	  the	  reaction	  turned	  a	  pale	  yellow/orange	  color.	  The	  solution	  was	  cooled	  back	  to	  -­‐78˚C	  and	  MeI	  (0.1	  mL,	  1.5	  mmol,	  4.1	  eq)	  was	  added	  dropwise.	  The	  mixture	  was	  warmed	  slowly	  from	  -­‐78˚C	  to	  room	  temperature	  over	  19	  h,	  at	  which	  time	  the	  reaction	  had	  turned	  a	  darker	  orange	  color.	  The	  solution	  was	  diluted	  with	  aqueous	  NH4Cl	  and	  extracted	  with	  EtOAc	  (3x).	  The	  combined	  organic	  layers	  were	  dried	  (anhydrous	  NaSO4),	  filtered	  and	  concentrated	  in	  vacuo.	  The	  crude	  product	  was	  purified	  by	  flash	  chromatography	  with	  20%	  EtOAc	  (in	  hexane)	  to	  yield	  a	  clear	  oil	  (126	  mg,	  92%).	  	  Rf=	  0.40	  5:3	  hexane:DCM	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  2.59	  (t,	  J=6.4	  Hz,	  2H,	  CH2),	  2.31	  (m,	  2H,	  CH2)	  2.11	  (s,	  3H,	  ArCH3)	  2.08	  (s,	  3H,	  ArCH3)	  2.07	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  1.82	  (m,	  4H,	  2CH2),	  1.79	  (s,	  3H,	  CH3),	  1.25	  (s,	  3H,	  CH3),	  1.07	  (s,	  9H,	  3CH3),	  0.14	  (s,	  6H,	  2CH3)	  	  13CNMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  145.58,	  144.25,	  125.98,	  123.58,	  122.73,	  117.25,	  79.52,	  75.24,	  73.60,	  38.88,	  31.61,	  26.11,	  23.59,	  20.75,	  18.61,	  14.32,	  13.39,	  12.99,	  11.92,	  3.46,	  -­‐3.31	  	  
m/z	  (ESI+)=	  387.2	  (M+H,	  100%),	  388.3	  (36.4%),	  389.2	  (8.7%)	  	  Combustion:	  Element:	  C	  Theory:	  74.55;	  Found:	  74.85	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Element:	  H	  Theory:	  9.91;	  Found	  10.02	  	  
4.18. Synthesis	  of	  (2E,4E,6E)-­‐9-­‐((R)-­‐6-­‐((tert-­‐butyldimethylsilyl)oxy)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐2-­‐yl)-­‐2,6-­‐dimethylnona-­‐2,4,6-­‐trienal	  (36)	  	  
	  	  To	  an	  inseparable	  mixture	  of	  30a	  and	  30b	  (110	  mg,	  0.22	  mmol),	  in	  dry	  DMF,	  was	  added	  tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0)	  (12.4	  mg,	  5	  mol%)	  and	  Cu(I)I	  (6.3	  mg,	  15	  mol	  %)	  under	  an	  N2	  atmosphere	  at	  room	  temperature.	  To	  this	  solution	  was	  added	  (5)	  (123	  mg,	  0.29	  mmol,	  1.45	  eq)	  dropwise.	  The	  reaction	  mixture	  soon	  turned	  yellow/black.	  This	  reaction	  mixture	  was	  allowed	  to	  stir	  at	  50˚C	  for	  19	  h.	  After	  this	  time,	  H2O	  (10	  ml)	  was	  added	  and	  extracted	  with	  DCM	  (5x	  15	  ml).	  Column	  chromatography	  with	  60:1	  hexane:EtOAc	  (in	  4%	  TEA)	  yielded	  (32)	  as	  a	  pale	  yellow	  oil	  (still	  a	  2.2:1	  E:Z	  mixture)	  (74	  mg,	  71%).	  	  Rf=	  0.54	  (7:1.2	  hexane:EtOAc)	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  9.48	  (s,	  0.65H,	  CHO)a,	  9.44	  (s,	  0.3H,	  CHO)b,	  6.90	  (d,	  J=	  10	  Hz,	  1H,	  CH)a,b,	  6.66	  (d,	  J=	  0.65H,	  CH)a,	  6.58	  (d,	  0.65H,	  CH)a,	  6.56	  (m,	  0.45H,	  CH)b,	  5.84	  (m,	  1H,	  CH)a,b,	  2.62	  (t,	  2H,	  CH2)a,b,	  2.41	  (t,	  1H,	  CH2)b,	  2.15	  (s,	  0.85H,	  CH3)b,	  2.15	  
O
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Br-
(s,	  2.5H,	  ArCH3)a,	  2.12	  (s,	  2.5H,	  ArCH3)a,	  2.08	  (s,	  3H,	  ArCH3)a,b,	  1.90	  (s,	  2.4H,	  CH3)a,	  1.83	  (s,	  2.5,	  CH3)a,	  1.81	  (s,	  0.85,	  CH3)b,	  1.77	  (m,	  2H,	  CH2)a,b,	  1.36	  (s,	  0.9H	  CH3)b,	  1.29	  (s,	  2.4H,	  CH3)a,	  1.07	  (s,	  9H,	  3CH3)a,b,	  0.14	  (s,	  6H,	  2CH3)a,b	  
	  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  194.78a,	  194.72b,	  149.88a,	  149.76b,	  146.66a,	  145.66a,	  145.55b,	  144.36a,	  144.28b,	  139.83a,	  139.77b,	  138.07a,	  136.55a,	  136.50b,	  134.11a,	  134.06b,	  126.08a,	  126.03b,	  123.70a,	  123.65b,	  122.67a,	  122.56b,	  121.04a,	  120.50b,	  117.32a,	  177.25b,	  73.99a,	  38.72a,	  38.23b,	  31.94a,	  31.80b,	  29.72a,	  29.38b,	  26.11a,	  23.74a,	  23.74b,	  23.53a,	  23.17b,	  20.84a,	  20.46b,	  18.62a,	  14.13a,	  14.13b,	  13.42a,	  12.16a,	  12.05b,	  11.99a,	  9.55a,	  -­‐3.31a	  	  
m/z	  (ESI+)=	  483.3	  (M+H,	  89.5%)	  505.3	  (Na+,	  100%)	  	  Combustion:	  	  Element:	  C	  Theory:	  74.64;	  Found:	  68.90	  Element:	  H	  Theory:	  9.60;	  Found:	  8.85	  Degradation	  most	  likely	  a	  result	  of	  the	  sample	  being	  held	  up	  in	  customs	  for	  a	  month.	  	  
4.19. Synthesis	  of	  tributyl(3-­‐methylbut-­‐2-­‐en-­‐1-­‐yl)phosphorane	  (37)	  	  
	  A	  mixture	  of	  tributyl	  phosphine	  (2	  mL,	  17.2	  mmol)	  and	  4-­‐bromo-­‐2-­‐methyl-­‐2-­‐butene	  (4.25	  mL,	  17.2	  mmol)	  in	  toluene	  (30	  mL)	  was	  heated	  at	  reflux	  for	  6	  h.	  The	  reaction	  
Bu3HP
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mixture	  was	  concentrated	  in	  vacuo,	  and	  hexane	  (50	  mL)	  was	  added	  to	  the	  solution	  and	  heated	  at	  reflux	  for	  an	  additional	  hour.	  The	  solution	  was	  allowed	  to	  cool	  to	  room	  temperature,	  filtered,	  and	  dried	  under	  vacuum	  to	  yield	  white/pale	  yellow	  crystals	  (5.15	  g,	  89%).	  Mp	  62-­‐64˚C	  (last	  contacted	  solventà	  hexane)	  	  Rf=	  0.6	  (EtOAc:MeOH=	  9:1)	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  5.04	  (m,	  1H,	  CH),	  3.44	  (q,	  2H,	  CH2),	  2.46	  (m,	  6H,	  2CH3),	  1.82	  (d,	  6H,	  PCH2),	  1.55	  (m,	  12H,	  6CH2),	  0.99	  (t,	  9H,	  3CH3)	  
	  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  109.08,	  108.96,	  24.01,	  23.81,	  23.75,	  23.68,	  19.19,	  18.57,	  13.41	  	  
m/z	  (EI)=	  271	  (M-­‐Br,	  100%)	  	  
4.20. Synthesis	  of	  tert-­‐butyldimethyl(((R)-­‐2,5,7,8-­‐tetramethyl-­‐2-­‐((3E,5E,7E,9E)-­‐
4,8,12-­‐trimethyltrideca-­‐3,5,7,9,11-­‐pentaen-­‐1-­‐yl)chroman-­‐6-­‐yl)oxy)silane	  
(38)	  
	  To	  a	  solution	  of	  phosphonium	  salt	  (37)	  (80.3	  mg,	  0.23	  mmol,	  1.5	  eq)	  in	  dry	  THF	  (1.5	  ml)	  was	  added	  n-­‐BuLi	  (0.14	  ml,	  2M,	  1.7	  eq)	  at	  0˚C.	  The	  resulting	  pale	  yellow	  solution	  was	  stirred	  30	  min	  under	  N2.	  Aldehyde	  (36)	  (73.5	  mg,	  0.15	  mmol)	  in	  THF	  (1.5	  ml)	  was	  added	  dropwise	  to	  the	  stirring	  solution	  at	  -­‐78˚C.	  The	  mixture	  was	  allowed	  to	  warm	  up	  to	  room	  temperature	  while	  stirring	  overnight.	  Water	  was	  added,	  followed	  by	  extraction	  with	  ethyl	  ether	  (4	  x	  15	  ml).	  The	  combined	  organic	  extracts	  were	  
TBSO
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dried	  over	  NaSO4,	  and	  concentrated.	  Purification	  on	  column	  chromatography	  (70:1	  hexane:	  EtOAc)	  with	  5%	  TEA	  afforded	  (38)	  as	  a	  yellow	  oil	  (20	  mg,	  26%).	  	  Rf=	  0.57	  (50:1	  Hex:EtOAc	  on	  4%	  TEA	  deactivated	  TLC	  plates)	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  6.47	  (dt,	  J=	  14.8	  Hz,	  1.8H,	  =CH),	  6.29	  (s,	  0.5H,	  =CH),	  6.20	  (m,	  2.5H,	  =CH),	  5.95	  (d,	  J=	  11.2	  Hz,	  0.7H,	  =CH),	  5.83	  (m,	  0.3H,	  =CH),	  5.56	  (m,	  1H,	  =CH),	  2.59	  (m,	  2H,	  CH2),	  2.46	  (m,	  0.5H,	  CH2),	  2.34	  (q,	  1H,	  CH2),	  2.19	  (s,	  6H,	  2CH3),	  2.12	  (s,	  1H,	  ArCH3),	  2.12	  (s,	  2H,	  ArCH3),	  2.11	  (s,	  2H,	  ArCH3),	  2.07	  (s,	  3H	  ArCH3),	  2.05	  (s,	  0.5H,	  ArCH3),	  1.95	  (s,	  1H,	  CH3),	  1.86	  (s,	  0.5H,	  CH3),	  1.83	  (s,	  6H,	  2CH3),	  1.80	  (s,	  3H,	  CH3),	  1.72	  (m,	  3H,	  2CH2),	  1.61	  (m,	  1.5H,	  2CH2),	  1.36	  (s,	  1H,	  CH3),	  1.28	  (s,	  4H,	  2CH3),	  1.07	  (s,	  9H,	  3CH3),	  0.14	  (s,	  6H,	  2CH3)	  	  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  145.76,	  144.19,	  137.64,	  135.28,	  135.03,	  134.92,	  134.43,	  133.52,	  131.21,	  126.01,	  125.94,	  124.20,	  123.58,	  122.94,	  122.69,	  117.39,	  74.17,	  46.20,	  39.08,	  31.64,	  29.71,	  26.11,	  24.72,	  23.77,	  22.84,	  20.60,	  17.96,	  14.33,	  12.80,	  11.96,	  11.44,	  -­‐3.31	  	  m/z=	  Similar	  to	  that	  of	  the	  αT6,	  we	  witnessed	  degradation	  when	  attempting	  to	  perform	  ESI+	  and	  a	  clean	  mass	  spectra	  was	  not	  obtainable.	  	  
4.21. Synthesis	  of	  (R,E)-­‐tert-­‐butyl((2-­‐(4-­‐iodobut-­‐3-­‐en-­‐1-­‐yl)-­‐2,5,7,8-­‐
tetramethylchroman-­‐6-­‐yl)oxy)dimethylsilane	  (40)	  	  
	  O
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Iodoform	  (170	  mg,	  0.43	  mmol,	  2	  eq)	  was	  placed	  in	  a	  2-­‐necked	  RBF.	  The	  RBF	  was	  transferred	  to	  the	  glove-­‐box,	  where	  anhydrous	  CrCl2	  (185	  mg,	  1.5	  mmol,	  6	  eq)	  was	  added.	  After	  removal	  from	  the	  glove-­‐box,	  dry	  THF	  (2	  mL)	  was	  added	  and	  the	  solution	  was	  allowed	  to	  stir	  at	  0˚C	  for	  20	  min.	  To	  this	  red/brown	  colored	  solution,	  was	  added	  of	  (21)	  (80	  mg,	  0.21	  mmol)	  in	  THF	  (1	  mL),	  dropwise	  at	  0˚C.	  The	  solution	  was	  allowed	  to	  stir	  for	  2	  h	  at	  0˚C.	  After	  which	  time,	  the	  mixture	  was	  poured	  into	  H2O	  (15	  mL)	  and	  extracted	  with	  EtOAc	  (3x	  15	  ml).	  The	  combined	  organic	  extracts	  were	  dried	  over	  NaSO4,	  and	  concentrated.	  	  Column	  chromatography	  in	  60:1	  hexane:EtOAc	  to	  10:1,	  yielded	  2.4:1	  mixture	  of	  (a):(b)	  as	  a	  clear	  oil	  (73	  mg,	  69%).	  	  	  Rf=	  0.65	  (50:1	  hexane:	  EtOAc)	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  6.57	  (dt,	  0.5H,	  CH)a,	  6.20	  (m,	  0.5H,	  2CH)b,	  6.04	  (t,	  J=	  1.2	  Hz,	  0.5H,	  CH)a,	  6.01	  (t,	  J=	  1.2Hz,	  0.5H,	  CH)a,	  2.60	  (t,	  2H,	  CH2)a,b,	  2.32	  (q,	  0.5H,	  CH2)b,	  2.24	  (q,	  1.5H,	  CH2)a,	  2.12	  (s,	  3H,	  ArCH3)a,b,	  2.09	  (s,	  3H,	  ArCH3)a,b,	  2.07	  (s,	  3H,	  ArCH3)a,b,	  1.85	  (m,	  3H,	  2CH2)a,b,	  1.64	  (m,	  1H,	  2CH2)a,b,	  1.31	  (s,	  1H,	  CH3)b,	  1.25	  (s,	  2H,	  CH3)a,	  1.07	  (s,	  9H,	  3CH3)a,b,	  0.14	  (s,	  6H,	  2CH3)a,b	  
	  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  146.6a,	  145.6b,	  144.3a,	  141.3a,	  126.0a,	  123.6a,	  122.8a,	  122.7b,	  117.3b,	  117.2a,	  82.4b,	  74.4a,	  73.9b,	  73.7a,	  38.0a,	  37.3b,	  31.8a,	  31.7b,	  30.4a,	  29.5b,	  26.1a,	  23.8b,	  23.7a,	  20.9b,	  20.8a,	  18.6a,	  14.3a,	  13.4a,	  12.1a,	  12.0a,	  -­‐3.3a	  	  
m/z	  (ESI+)=	  501.1	  (M+H,	  100%),	  502.1	  (30%),	  503.2	  (23%),	  504.2	  (7%)	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4.22. Synthesis	  of	  tert-­‐butyl(((2S)-­‐2-­‐(3-­‐iodobutyl)-­‐2,5,7,8-­‐tetramethylchroman-­‐
6-­‐yl)oxy)dimethylsilane	  (41)	  	  
	  To	  a	  solution	  of	  (40)	  (73	  mg	  of	  a	  2.4:1	  mixture	  of	  E:Z.	  Approximately,	  only	  24	  mg	  being	  Z-­‐isomer,	  so	  calculations	  were	  based	  off	  this	  number)	  (24	  mg,	  0.05	  mmol),	  and	  potassium	  azodicarboxylate	  (50	  mg,	  0.25	  mmol,	  5.2	  eq)	  in	  dry	  THF:isopropanol	  (1:1)	  was	  added	  acetic	  acid	  (0.03	  ml,	  0.52	  mmol,	  10.4	  eq)	  dropwise	  at	  room	  temperature,	  under	  N2.	  This	  solution	  was	  allowed	  to	  stir	  an	  additional	  23	  h.	  After	  which	  time,	  the	  reaction	  was	  poured	  into	  water,	  and	  extracted	  with	  DCM	  (3x	  10	  ml).	  Column	  chromatography	  with	  10:1	  hexane:EtOAc	  yielded	  (41)	  (21	  mg),	  and	  recovered	  (40)	  (47	  mg).	  The	  ratio	  of	  cis:trans	  (40)	  remained	  the	  same-­‐	  no	  selective	  reduction	  of	  trans-­‐geometry.	  	  Rf=	  0.63	  (50:1	  hexane:EtOAc)	  	  1H-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  3.22	  (t,	  2H,	  CH2I),	  2.91	  (t,	  2H,	  CH2),	  2.12	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  2.10	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  2.07	  (s,	  3H,	  ArCH3),	  1.85	  (m,	  4H,	  2CH2),	  1.65	  (m,	  4H,	  2CH2),	  1.26	  (s,	  3H,	  CH3),	  1.07	  (s,	  9H,	  3CH3),	  0.14	  (s,	  6H,	  2CH3)	  
	  13C-­‐NMR	  (CDCl3,	  400	  MHz)=	  δ	  145.72,	  144.18,	  125.97,	  123.58,	  122.70,	  117.37,	  74.18,	  38.27,	  33.81,	  31.61,	  29.71,	  26.11,	  23.79,	  20.85,	  18.62,	  14.34,	  13.41,	  12.01,	  7.12,	  -­‐3.33	  	  
m/z	  (ESI+)=	  505.2	  (8%),	  504.2	  (32%),	  503.2	  (M+H,	  100%)	  	  
O
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